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ventral (cabeca de seta) (Aumento: 4X; 1641M) ......ccveveiieieerieiiene e 147

17



FIGURA 2 - Figado de ovino experimentalmente infectado com 150 metacercarias de
Fasciola Hepatica, aos 97 dias pds-infeccdo. (A) Corte transversal de um parasito
(estrela) no lumen de um ducto com hiperplasia do epitélio e fibrose periductal (asterisco
amarelo) (Aumento: 4x; Barra: 164um). (B) Maior aumento do parasito (estrela)
mostrado na Figura A. Processo infamatorio crénico difuso na parede do ducto e se
estendendo para o parénquima hepético associado a processo inflamatorio crénico difuso
no parénquima hepatico (asterisco amarelo) e fibroplasia (cabega de seta) (Aumento: 10x;
Barra: 64pum). (C) Detalhe do tegumento do parasito com espinhos (seta amarela)
(Aumento: 20x; Barra: 32um). (D) Fragmentos de ovos (OP) no interior do utero do

parasito (Aumento: 20X; Barra: 32 M) ......cooveiiiiiiiiiie e 148

FIGURA 3 - Fotomicrografia do figado de ovino experimentalmente infectado com 150
metacercarias de Fasciola Hepatica, aos 97 dias pos-infeccdo. (A) Area extensa de
fibrose (asterisco) e proliferagdo de ductos biliares associada a intenso infiltrado
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(estrela) (Aumento: 4x; Barra: 164um). (B) Espaco porta com presenga de ramos da
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se observar, no interior de um dos ramos, a presenga de fragmentos de ovos do parasito
Fasciola hepatica (seta amarela). Adjacente h& tecido hepatico normal (estrela)
(Aumento: 4x; Barra: 164um). (C) Ducto biliar (rDB) seccionado transversalmente e
contendo no limen fragmentos de ovos do parasito (seta amarela) (Aumento: 10x; Barra:
64um). (D) Segmento do figado (estrela) com presenca de inflamacéo difusa (asterisco
amarelo), fibroplasia (cabeca de seta) e ramos de ducto biliar (rDB) (Aumento: 10x;
Barra: O4LUN) ......ooiiiiieec e 149
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RESUMO

Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) é um trematddeo digenético que parasita o
parénquima hepatico e ductos biliares de ruminantes e outros mamiferos, inclusive o
homem. E o agente etiol6gico da fasciolose, uma doenca de grande importancia na
medicina veterinaria por causar perdas econdmicas na pecuaria. No Brasil, a fasciolose
apresenta-se em expansao, com a maior area enzodtica situada na regido Sul, seguida das
regides Sudeste e Centro Oeste. Em Minas Gerais, 0s registros sdo descritos de forma
isolada e novos casos em regides antes consideradas indenes tém sido relatados. Este
projeto avaliou a ocorréncia do parasito em rebanhos bovinos e bubalinos nos municipios
de Pedro Leopoldo e Sdo José da lapa, localizados na regido metropolitana de Belo
Horizonte. Foram realizados levantamentos referentes as condenacdes de figados em
frigorifico, exame de amostras de fecais dos rebanhos em propriedades rurais e analise da
infeccdo natural pelo parasito em moluscos do género Lymnaea. Foram observados
figados condenados devido ao parasitismo por F. hepatica em bovinos e bubalinos
provenientes desses municipios. No inquérito epidemioldgico, 65 propriedades rurais
foram visitadas, das quais 29 apresentaram pelo menos um ruminante naturalmente
infectado. Dos moluscos coletados, 0,3% estavam infectados por F. hepatica. Para se
compreender melhor aspectos dessa interagdo parasito-hospedeiro, ovinos da raca Santa
Inés foram experimentalmente infectados e acompanhados durante as fases aguda e
crbnica da infeccdo, com a avaliacdo de parametros parasitologicos, hematoldgicos e
imunolégicos. Os ovinos se mostraram susceptiveis a infeccdo eliminando ovos nas fezes
em torno de 60 dpi. Esses animais apresentaram anemia e eosinofilia durante o periodo
experimental. As citocinas TGF-B1 e o0xido nitrico (NO), tipicas da resposta imune inata,
foram detectadas no sobrenadante de cultura de PBMCs durante a fase aguda e cronica
da infecgdo. A participacdo de IgG também foi avaliada e observou-se que esse anticorpo
é produzido em taxas elevadas no inicio da infec¢do, e que seus valores decaem ao longo
do tempo, demonstrando que essa resposta ndo promove protecao ao hospedeiro contra o
parasito. Com base nos dados obtidos, concluiu-se que F. hepatica esta em expansdo em
Minas Gerias. Bovinos, bubalinos e moluscos Lymnaea sdo encontrados naturalmente
infectados nos municipios de Pedro Leopoldo e Sao José da Lapa, comprovando a
ocorréncia do ciclo do parasito na regido, podendo ser fonte de contaminagéo para areas

proximas. Ovinos da raca Santa Inés sdo susceptiveis a infeccdo, ocorrendo alterages
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hematoldgicas e imunoldgicas significativas no decorrer da infeccdo, sugerindo uma

resposta mista do tipo Thl e Th2 na fase crénica da fasciolose.

Palavras-chave: Fasciola hepatica, Epidemiologia, Bovinos, Bubalinos, Lymnaea.
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ABSTRACT

Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) is a digenetic trematode that parasitizes the hepatic
parenchyma and bile ducts of ruminants and other mammals, including humans. It is the
etiologic agent of fasciolosis, a disease of great importance in veterinary medicine, due
to economic losses in livestock. Fasciolosis is expanding in Brazil with the biggest
enzootic area is situated in the south, followed by the southeast and center-west regions.
In Minas Gerais, registers are noted in an isolated manner and new cases in regions once
considered unaffected have been reported. This project evaluated the occurrence of the
fluke in cattle and buffalo herds in the municipalities of Pedro Leopoldo and S&o José da
Lapa, located in the metropolitan region of Belo Horizonte. Surveys were conducted
concerning the condemnation of livers in slaughterhouse, the examination of faecal
samples in herds from rural properties and natural infection analysis by the fluke in snails
of the genus Lymnaea. Condemned livers were observed due to parasitism by F. hepatica
in cattle and buffaloes from those municipalities. During epidemiological inquiry, a total
of 65 rural properties were visited, whence 29 presented at least one ruminant naturally
infected. 0.3% of snails collected were infected by F. hepatica. For better understanding
of the aspects of this host-parasite interaction, sheep from Santa Inés breed were
experimentally infected and followed during the acute and chronic phases of the infection,
with the evaluation of parasitological, hematological and immunological parameters. The
sheep show themselves susceptible to infection, eliminating eggs in the faecal sample
around 60 dpi. These animals presented anemia and eosinophilia during experimental
period. Cytokines TGF-B1 and nitric oxide (NO), typical of an innate immune response,
were detected in PBMC culture supernatants during the acute and chronic phases of the
infection. Participation of IgG was also evaluated, and it was observed that this antibody
is produced in high taxes at the beginning of infection, and its values decline over time,
demonstrating that this response does not provide protection to the host against the fluke.
Based on the obtained data, it was concluded that F. hepatica is in expansion in Minas
Gerais. Cattle, buffaloes and snails Lymnaea are naturally found infected in the
municipalities of Pedro Leopoldo and S&o José da Lapa, proving the occurrence of the
fluke life cycle in the region, which may be a source of contamination for nearby areas.
Sheep from Santa Inés breed are susceptible to infection, with the occurrence of
significant hematological and immunological alterations throughout the infection,

suggesting a mixed Th1-Th2-type response in the chronic phase of fasciolosis.
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1. INTRODUCAO

Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) € um trematodeo digenético parasita das vias
biliares de ovinos, bovinos, bubalinos, caprinos e outros mamiferos. E o agente etioldgico
da fasciolose que apresenta ampla distribuicdo mundial e grande importancia na medicina
veterinaria e humana.

Na medicina veterindria, a fasciolose é considerada uma doenga que representa um
sério problema as criacBes de ruminantes domésticos, promovendo perdas e prejuizos
econbmicos decorrentes das condenacdes de figados em abatedouros, queda na
produtividade de leite, carne e 1&, reducdo no crescimento, queda na fertilidade, abortos,
infecgBes bacterianas secundarias, morte de animais, e altos gastos com medicamentos
utilizados no controle da parasitose (Lima et al., 2009).

Na medicina humana, essa zoonose é reconhecida pela Organizacdo Mundial de
Saude como um problema para trabalhadores rurais residentes em &reas enzooéticas. O
homem, quando parasitado apresenta quadro clinico semelhante ao observado nos
animais. Os relatos de infeccdo indicam que os casos humanos, em geral acompanham a
distribuicdo da doenca em animais, especialmente nas regides onde a populacdo humana
e o rebanho compartilham a &gua, ou quando h& o consumo de plantas e hortaligas de
areas alagadas, como 0 agrido contaminado por metacercérias do parasito (Muller et al.,
1998; Pile et al., 2000; Robinson & Dalton 2009; Dutra et al., 2010).

No Brasil essa parasitose apresenta-se em expansdo sendo que a maior area
enzootica esta situada nos estados da regido Sul, seguida aos das regides Sudeste e Centro
Oeste do pais (Faria et al., 2005, Medeiros et al, 2014). Em Minas Gerais, 0s registros do
parasito surgem de forma isolada, sendo que o municipio de Itajuba, é uma area
reconhecidamente enzodtica para a fasciolose bovina, onde tem-se registrado altas taxas
de prevaléncia da parasitose. Entretanto em outros municipios do estado tem sido relatado
novos casos em regides antes consideradas indenes, indicando a possibilidade do
surgimento de novas areas de transmissdo e disseminacao da fasciolose (Lima et al. 2009;
Dracz &Lima, 2014).

Com base nos dados disponiveis na literatura relacionados a expansao da fasciolose
no Brasil, reforca-se a importancia do conhecimento de novas areas e focos da doenca e
também dos principais fatores epidemioldgicos relacionados a dispersao e prevaléncia da

fasciolose no estado de Minas Gerais e dos diversos mecanismos envolvidos nas
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interacdes entre os hospedeiros e o parasito. Que poderiam auxiliar na formulacéo de

programas e medidas mais eficazes para controle e prevencgéo da doenga.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Classificagao taxondmica

Segundo Yamaguti, 1961 a espécie Fasciola hepatica pertence ao:

Reino Animalia

Filo Platyhelminthes

Classe Trematoda (Rudolphi, 1808)
Sub-Classe Digenea (Van Beneden, 1858)
Familia Fasciolidae (Railliet, 1895)
Sub-Familia Fasciolinae (Hassal, 1898)
Género Fasciola (Linnaeus, 1758)

Espécie Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758)

2.2 Ciclo bioldgico

O ciclo bioldgico desse trematédeo é heteréxeno e depende da presenca de
hospedeiros definitivos, de hospedeiros intermediarios e de condi¢cbes ambientais,
climaticas e hidrograficas favoraveis.

Os hospedeiros definitivos se infectam ao ingerirem as metacercarias encistadas em
algum substrato, geralmente vegetacdes aquaticas. No trato digestivo, as metacercéarias
desencistam e 0s parasitos imaturos atravessam as paredes do intestino delgado, alcangam
a cavidade abdominal e o figado, atravessam a capsula hepatica e iniciam migracGes pelo
parénquima. Entre 35 a 45 dias os parasitos permanecem migrando pelo parénquima
hepético, alimentando-se de sangue e tecido. Apds esse periodo, alcancam os ductos
biliares onde atingem a maturidade. Nos ductos biliares, mais ou menos 50-60 dias ap6s
a infeccdo iniciam a postura dos ovos gue passam juntamente com a bile para os intestinos
e sdo eliminados junto com as fezes do hospedeiro. No meio ambiente, em condic¢Oes
ideais de temperatura, umidade e oxigenagdo, 0s ovos passam por desenvolvimento
embrionario originando ap6s o periodo médio de oito a 14 dias a larva denominada
miracidio. O miracidio eclode em ambiente aquatico e desloca-se por movimentos
ciliares, penetrando nas partes moles do hospedeiro intermediario, moluscos do género

Lymnaea. Assim que penetra no molusco o miracidio perde os cilios e é iniciada a
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reproducéo assexuada do parasito sob a forma de esporocisto, um saco alongado contendo
células germinativas, que originam formas evolutivas denominadas rédias. As rédias,
migram para a glandula digestiva do corpo do molusco. Nesse local, alimentam-se e
originam as cercarias. As cercarias maduras abandonam as rédias pelo poro de nascimento
e migram para o tegumento, de onde emergem. No ambiente aquatico as cercarias, que
possuem uma cauda, deslocam-se ativamente e se fixam a um substrato onde encistam,
originando as metacercérias, que sdo as formas infectantes para o hospedeiro definitivo
(Paraense 1983; Mas-Coma &Bargues, 1997; Rojo-Vazquez et al. 2012).

2.3 Hospedeiros intermediarios da Fasciola hepatica

No ciclo bioldgico desse trematddeo, como ja descrito acima, ha o envolvimento de
moluscos da familia Lymnaeidae como hospedeiros intermediarios. No entanto, a
sistematica atual desses moluscos ndo é clara, ndo existindo consenso geral entre 0s
autores.

Uma das formas de identificacdo e diferenciacdo das espécies desse grupo é
realizada principalmente pelo uso da morfologia classica em estudos comparativos da
concha, sistema reprodutor, sistema renal e radula. Algumas dificuldades podem ser
listadas no decorrer desse processo, como a influéncia que o meio ambiente exerce,
definindo morfotipos distintos para uma mesma espécie, a necessidade de quantidade
razoavel de exemplares para serem dissecados para correta identificacdo, e pela
habilidade em dissecar, que é dificultada pelo pequeno tamanho de algumas espécies.
Dessa forma, é provavel que muitas espécies descritas como distintas, sejam na verdade
uma unica espécie. Outro método de diagndstico € pelo emprego de técnicas de biologia
molecular. Essa ferramenta auxilia na caracterizacao e identificacdo das espécies e produz
resultados eficientes.

Em estudos sobre limneideos, sdo reconhecidos trés géneros na regido Neotropical:
Lymnaea, Pseudosuccinea e Galba. Entretanto devido a pequena resolucéo sistematica e
discordancia de dados obtidos, cada autor propde uma classificacdo, ndo havendo
consenso para 0 melhor arranjo taxonémico desse grupo que apresenta sistematica tratada
de acordo com o critério utilizado por cada pesquisador (Bargues et al., 2001; Correa et
al., 2010; Vinarski, 2013).
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Portanto € comum encontrar na literatura publicacfes sobre Pseudosuccinea
columella, Lymnaea columella e Galba columella por exemplo. Neste trabalho, sera
utilizada a nominagédo descrita por cada autor em seus respectivos artigos.

Em relacdo as caracteristicas gerais dos limneideos pode-se citar que possuem
concha dextrogira, conica, alongada, fina, com giros convexos, suturas rasas ou
profundas, abertura oval ou arredondada e medem de 11 a 15 mm de altura (Thiengo &
Fernandez, 2007).

Normalmente sdo encontrados em areas irrigadas que oferecem condicGes
adequadas para proliferacdo, como lagoas, valas de irrigacdo, pastagens alagadicas e
pantanosas, principalmente com aguas lentas e superficiais (Paraense, 1982).

Diversas espécies sdo encontradas com infec¢do natural por F. hepatica em

diversos paises do mundo, como pode ser observado no Quadro 1.

QUADRO 1 - Espécies de Lymnaea descritas naturalmente infectadas por formas larvais

de Fasciola hepatica, em alguns paises.

Espécies de Lymnaea Pais Referéncias
Lymnaea truncatula Abrous et al. 2000
Lymnaea ovata Franca Dreyfuss et al. 2002
Lymnaea glabra
Lymnaea cousini Equador Vilavicencio & Vasconcelos, 2006
Lymnaea columella . Prepelitchi et al. 2003
L Argentina .
Lymnaea viatrix Kleiman et al. 2004b
Lymnaea viatrix L.
. Bolivia Ueno et al. 1975
Lymnaea cubensis
Lymnaea (Fossaria) humilis México Cruz-Mendoza et al. 2004
Lymnaea truncatula Suica Schweizer et al. 2007
Lymnaea columella Cuba Gutierrez et al. 2011
Lymnaea truncatula Espanha Manga-Gonzalez et al. 1991
Lymnaea cousini Colémbia Veldzquez 2006
Lymnaea viridis
y w. 'al . Vietna Nguyen et al. 2012
Lymnaea swinhoei

As especies que ocorrem no Brasil s@o: Lymnaea columella, Lymnaea rupestris,
Galba viatrix, Galba cubensis e Galba truncatula, sendo L. columella a mais comum e
distribuida nas regides Sul e Sudeste, com poucos registros nas regides Centro-Oeste,

Norte e Nordeste. Galba viatrix, G. cubensis e G. truncatula foram identificadas nas
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regides Sul e Sudeste, mas sem registros para o Centro-Oeste, Norte e Nordeste. E descrita
apenas uma ocorréncia no Sul de L. rupestris (Medeiros et al., 2014).

No Brasil a primeira referéncia ao hospedeiro intermediério da F. hepatica foi
realizada por Lutz em1921, no estado do Rio de Janeiro, onde o autor descreveu o
encontro de rédias e cercarias em espécimes de Lymnaea spp. naturalmente infectados.

Resende et al. (1973) citam alguns exemplares de L. cubensis e L. columella
naturalmente infectados, em municipios do Rio de Janeiro, locais em que, anteriormente,
haviam sido relatados casos de fasciolose em bovinos. Gonzéles et al., (1974), referem-
se a L. columella como hospedeiro intermediario, naturalmente infectado com F.
hepatica, no Rio Grande do Sul.

No Vale do Paraiba, estado de Séo Paulo, Ueta (1980b), pesquisando a infeccdo
natural de exemplares de L. columella, observou uma porcentagem de 1,22% e 0,14% de
positividade nos caramujos coletados nos anos de 1977 e 1978, respectivamente. Amato
et al. (1986), realizando levantamento epidemiolégico da infec¢do natural por F. hepatica
em L. columella, observou uma porcentagem de positividade variando de 6,25 a 17,91%
nos trés anos do estudo, também no Vale do Paraiba.

Silva et al. (1995) fizeram o primeiro registro de L. columella naturalmente
infectada por estadios larvares de F. hepatica no estado de Minas Gerais, em regido de
varzea no municipio de Itajuba. Os autores observaram que, dentre os moluscos coletados
e examinados, 2,29% mostraram-se positivos para rédias e cercarias do parasito.

No estado do Rio de Janeiro, Gomes et al. 2002, relataram 5,22% de caramujos
positivos entre os 134 exemplares coletados, provenientes de uma propriedade rural com
casos de fasciolose bovina, no municipio de Campos dos Goytacazes.

Oliveira et al (2002), no estado de Sdo Paulo, ao analisarem exemplares de
moluscos colhidos nos municipios de Miracatu e Eldorado, localizados no Vale do
Ribeira, observaram taxas de 5,26% e 1,06%, respectivamente, de infeccdo natural em L.
columela por formas infectantes de F. hepatica.

Novamente no estado de Minas Gerais, no municipio de Itajuba, Coelho & Lima
(2003) relataram a dindmica populacional de L. columella e a taxa de infeccdo natural
desses moluscos entre setembro de 1999 e dezembro de 2000. Observaram que a taxa de
infeccdo natural variou de 0,9 a 5,2% entre 0s meses do estudo.

Lima et al. (2009) em estudo sobre a ocorréncia de F. hepatica em 120 municipios
do estado de Minas Gerais, observaram a presenca de L. columella, em 13 municipios.

Entretanto, espécimes positivos foram encontrados apenas no municipio de ltajuba,
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confirmando novamente ser essa uma regido endémica para a fasciolose. Os autores
observaram que entre 0s 135 espécimes coletados, quatro (2,96%) estavam positivos e
apresentavam formas larvais do parasito.

Ainda no estado de Minas Gerias, certificando a crescente e gradativa dispersdo do
parasito, Dracz & Lima (2014) relataram a presenca de L. columella naturalmente
infectada no municipio de S&o Jose da Lapa, vetor norte da regido metropolitana de Belo
Horizonte, area antes considerada indene no estado.

A participacdo dos limneideos como potencial hospedeiro intermediario no ciclo da
F. hepatica no pais, também foi confirmada e demonstrada em laboratério a partir de
infecgBes experimentais por varios autores.

Ueta (1980a) utilizando os ovos de F. hepatica recolhidos em bile e fezes de
bovinos e em bile de coelhos, infectou experimentalmente 233 exemplares de L.
columella medindo 5 a 11 mm de comprimento. A autora relatou que apenas 3% dos
espécimes infectados sobreviveram até o desenvolvimento completo das cercarias e até a
obtencdo das metacercarias. A viabilidade das metacercarias ainda foi testada e
comprovada em coelhos, que eliminaram ovos nas fezes 78 dias depois.

Dacal et al em 1988, avaliaram a susceptibilidade de diferentes linhagens de L.
columella, originada de quatro municipios do estado de Minas Gerais, um municipio do
estado do Rio de Janeiro e um municipio do estado do Rio Grande do Sul, & infec¢do por
miracidios de F. hepatica. Os autores observaram que todas as linhagens foram
susceptiveis a infeccdo, sendo, portanto, importantes na manutencao do ciclo onde relatos
de fasciolose ja foram descritos e na instalacdo de novos focos em regides ainda indenes.

Mendes, (2006) avaliou o desenvolvimento de F. hepatica oriundas de bovinos e
sagui em L. columella baseado na producdo de rédias e cercarias e na taxa de
sobrevivéncia dos moluscos. A autora confirmou a susceptibilidade do molusco as
infeccdes e sugere ainda que o hospedeiro vertebrado de origem influencia a producdo de
ovos pelo parasito, interferindo consequentemente nas taxas de infec¢do nos hospedeiros
intermediarios.

Outros parametros como tamanho da concha também foram avaliados como fator
de influéncia na infeccdo dos moluscos. Coelho et al. (2008) além de comprovar a
infeccdo experimental de L. columella por F. hepatica em laboratério, observam que o
tamanho da concha influencia a proporcao de moluscos positivos, existindo associacéo

negativa ndo linear entre tamanho da concha e taxa de infeccdo.
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Coelho et al. (2009) conduziram infeccGes experimentais de L. columella com F.
hepatica para testar o efeito de associagdes simpatricas e alopétricas entre parasito e
hospedeiro. Os autores utilizaram moluscos e parasitos das regides sul e sudeste do Brasil
e concluiram que a relacdo parasito-hospedeiro pode variar de acordo com a origem

geografica dos moluscos e parasitos envolvidos na infeccéo.

2.4 Hospedeiros definitivos da Fasciola hepatica

Apesar da importancia econémica e epidemioldgica, estudos sobre fasciolose sao
mais abundantes em hospedeiros definitivos vertebrados de importancia econdmica,
principalmente em ruminantes como bovinos e ovinos, e quando envolvem infecgéo
humana. Esses relatos tém sido extensivos e bem documentados na literatura. Segundo
Costa et al. (1986), o parasito ja foi identificado em equinos, bovinos, bubalinos, ovinos,
caprinos, suinos e roedores.

Entre os roedores, destacam-se as capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris) que tém
sido descritas como reservatorios silvestres e fonte de contaminagdo ambiental e de outros
animais, uma vez que apresentam distribuicdo coincidente com ambientes aquaticos
Iénticos, como remansos de rios, lagos, represas e pantanos, fator indispensavel no
desenvolvimento do ciclo da fasciolose (Alho et al.1987). Apresentam adaptabilidade a
ambientes alterados fazendo com que consigam sobreviver também nos grandes centros
urbanos e regibes antropizadas (Ferraz et al. 2009).

Os autores Santarém et al. (2006), relataram a ocorréncia de parasitos adultos no
figado de um exemplar adulto de capivara encontrado morto e proveniente do parque
municipal do municipio de Presidente Prudente em S&o Paulo. O parasito foi identificado
como F. hepatica, e durante a necropsia foram observadas lesdes hepaticas caracteristicas
da infeccdo, entretanto ndo foram recuperados ovos nas fezes.

El-Kouba et al, (2008), estudando a presenca de ovos de F. hepatica em capivaras
provenientes de trés parques no municipio de Curitiba, Parana, encontraram uma
prevaléncia variando de 0 a 100% nas amostras coletadas das populagdes residentes
nesses parques.

Bellato et al, (2009), estudaram a ocorréncia do parasito nas populacdes de bovinos
e capivaras em 19 propriedades rurais no Municipio de Timbo, Santa Catarina. Os autores
relataram a ocorréncia de 18,12% de bovinos e de 8,96% de capivaras naturalmente

infectadas por F. hepatica. O autor ainda ressalta que as diferencas podem ser justificadas
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pela diversidade de condi¢cdes ambientais e pelo manejo e topografia dos locais em que
foram realizados os estudos.

Outras espécies de roedores também foram descritas como hospedeiros de F.
hepatica. Silva Santos et al., (1992) relataram que em uma area com incidéncia de
fasciolose em bovinos no municipio de Dom Pedrito, Rio Grande do Sul, foram
capturados e necropsiados 103 exemplares de ratdo do banhado (Myocastor coypus). Na
necropsia a presenca de F. hepatica no figado foi observada em 5 (4,85%) espécimes.
Segundo os autores, embora a baixa porcentagem de M. coypus portadores do parasito, a
contaminacdo das pastagens com fezes contendo ovos de F. hepatica sdo aparentemente
maiores do que as dos bovinos, uma vez que muitas vezes as fezes do M. coypus é
disseminada na &gua ou em ambientes alagadicos, proporcionando condi¢des ideais para
desenvolvimento do ciclo bioldgico do parasito.

El-Kouba et al., (2009) descreveu nove (56,25%) exemplares de nutria (M. coypus)
naturalmente infectados por F. hepatica no municipio de Curitiba. Os autores enfatizam
que na localidade de estudo, o parque municipal Barigui, a &rea onde os animais vivem é
de livre acesso aos frequentadores do parque, o que facilita a possivel infeccdo humana.

Gayo et al., (2011) descreveram o primeiro relato de nutria (M. coypus)
naturalmente infectado por F. hepatica no Uruguai. Apds a necropsia de um exemplar do
animal, os autores concluiram que com a elevada carga parasitaria e contagem total de
ovos observados, essa espécie confirma o potencial papel como reservatorio e
disseminador do parasito, devendo ser incluida nos programas de controle da fasciolose
no pais.

Kleiman et al., (2004a) relataram espécimes de lebre europeia (Lepus europaeus)
naturalmente infectadas na Argentina. Durante 0 ano de 1999, 162.328 animais foram
abatidos e 0,08% apresentavam formas adultas ou imaturas de F. hepatica no ducto biliar
ou parénquima hepatico. Segundo os autores apesar da baixa ocorréncia, o papel da lebre
europeia na transmissao do parasito poderia ser importante, se considerado que a espécie
¢ abundante na regido e compartilha ambientes com bovinos e com o hospedeiro
intermediario.

Alguns trabalhos ainda descrevem que sob condic¢des naturais, F. hepatica seria
capaz de parasitar e se desenvolver em aves. Soares et al., (2007) relataram a primeira
ocorréncia de infeccdo natural de ema (Rhea americana) por F. hepatica. Em uma area
endémica da regido Sul do Brasil, os autores observaram formas adultas do parasito em

quatro figados examinados, que foram condenados por apresentarem lesdes
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caracteristicas do parasito, apos abate de 50 emas criadas para consumo humano. Os
autores também avaliaram emas selvagens em outra area endémica no Sul do Brasil.
Foram coletadas 17 amostras fecais dos animais, e apds analise quatro apresentavam ovos
de F. hepatica. Os autores, citam que a R. americana parece ter um importante papel na
transmissdo da doenca para ruminantes e pode colocar em risco medidas de controle da
parasitose em areas endémicas.

Martinez-Diaz et al., (2013) fizeram um levantamento de parasitos gastrointestinais
em ema (R. americana) e nandu-de-Darwin (Rhea pennata). Foram coletadas 92 amostras
fecais de emas e 55 amostras fecais dos nandus. Apos analise, foi observado a presenca
de ovos de F. hepatica em menos de 10% nas amostras das emas e menos de 5% nas
amostras dos nandus. Os autores ainda citam esse como o primeiro relato da infeccéo

natural em R. pennata.

2.5 Distribuicéo no Brasil

A primeira referéncia da ocorréncia de F. hepatica no Brasil foi descrita por Lutz
(1921), que assinalou a presenca de bovinos e ovinos naturalmente infectados em
municipios do estado do Rio de Janeiro. O autor também relatou a ocorréncia da infeccéo
natural de moluscos do género Lymnaea, encontrados parasitados por formas imaturas do
parasito (rédias e cercarias).

A partir de entdo, foram descritos alguns trabalhos sobre a presenca e prevaléncia
do parasito no pais, baseados principalmente em dados disponiveis de frigorificos e
abatedouros.

Pécego (1925), verificou em levantamento no estado do Rio Grande do Sul, taxas
anuais de 1,9% a 21% de infec¢do pelo parasito, e prevaléncia de 11,8% no periodo de
1918 a 1925 em figados de bovinos inspecionados em abatedouros.

Oliveira (1932) relatou a ocorréncia do parasitismo por F. hepatica em 10,6% de
314.853 bovinos abatidos em um frigorifico de um municipio do estado do Rio Grande
do Sul. Silva (1936) observou um indice de 0,23% de fasciolose em 866.180 bovinos
examinados em matadouro, no estado do Rio de Janeiro, durante o periodo de1927 a 1935.

O primeiro relato de F. hepatica no estado de Minas Gerais foi descrito por
Carvalho (1940), em um bovino, sem informacdo de procedéncia, no municipio de

Vicosa, na Zona da Mata do estado.
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Ribeiro (1949) estudou os dados referentes a incidéncia das causas de rejeicdo de
carcacas e visceras de bovinos abatidos no Brasil Central nos anos de 1946 e 1947, assim
como 0s prejuizos causados. O autor encontrou taxa de prevaléncia de 0,03% para F.
hepatica, no ano de 1946, sobre um total de 1.025.000 bovinos abatidos, e em 1947, uma
taxa de 0,003% de positividade sobre o total de 835.000 bovinos abatidos, da mesma
regiéo.

Rey (1957) avaliou a prevaléncia da infecgdo em bovinos e ovinos do estado do Rio
Grande do Sul entre os anos de 1954 e 1956, e encontrou 2,24% de bovinos e 4,25% de
ovinos parasitados, sugerindo ainda a participacdo do molusco L. viatrix como provavel
hospedeiro intermediério da regido.

No estado de S&o Paulo, Franca (1967) registrou no Vale do Paraiba, o encontro do
parasito em 10,1% dos 941 bovinos inspecionados no matadouro municipal de Taubaté.

Ueno et al., (1982), avaliando a importancia econémica da fasciolose na exploracao
pecuaria no estado do Rio Grande do Sul, com bases nos dados anuais de condenacdes de
figados em abatedouros durante o ano de 1979, observaram taxa de infeccdo 12-13% em
bovinos e 7% em ovinos.

A partir da década de 90, trabalhos comecaram a ser realizados ndo somente com
base em dados disponiveis de frigorificos e abatedouros, mas também com a realizagdo
de analises coproparasitoldgicas relatando a dispersdo da parasitose no pais.

Beck (1993) analisando dados da inspecdo em matadouros ou em exames
coproparasitologicos no rebanho bovino de diversos estados do pais, assinalou a
ocorréncia do parasito nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, S&o
Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais.

No estado de Goias, Araujo et al., (1995), relatam a ocorréncia de bovinos
parasitados por F. hepatica, abatidos em matadouro, apds terem sido submetidos ao
regime de engorda no municipio de Santa Helena. Entretanto, esses animais eram
provenientes do estado do Rio Grande do Sul, onde segundo os autores o parasitismo é
frequente. Posteriormente, Araujo et al., (2007), também avaliando bovinos abatidos no
estado, verificou a presenca de exemplares adultos de F. hepatica em figados. Em
investigacdo epidemiologica foi verificada a procedéncia dos animais, constatando que
todos haviam nascido e sido criados nas propriedades de origem, confirmando a infec¢éo
autoctone dos animais. Em seis municipios do estado foi confirmada a presenca da

parasitose, variando de 0,95% a 20% 0s casos positivos para o parasito.
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No estado do Rio Grande do Sul, Marques & Scroferneker (2003), examinaram 482
figados em um abatedouro no municipio de Viamé&o, no sul do estado, sendo 377 figados
de bovinos e 105 de bubalinos. Os autores relataram que o0s bovinos abatidos eram
provenientes de 11 municipios do estado, e entre esses, sete (63,6%) apresentavam
animais positivos com taxa de positividade de 10,34%. Os bubalinos abatidos eram
provenientes de cinco municipios, sendo que em quatro (80%) foram observados 20% de
animais positivos. Cunha et al., (2007), com o objetivo de determinar a prevaléncia do
parasito em ovinos nesse mesmo estado, analisaram os dados de condenacéo de figados
de 2000 a 2005 obtidos do Servico de Inspecdo Federal (SIF) do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). No ano de 2000 foi observada uma taxa
de condenacdo de 14,57% (18.072/124.078); em 2001 foi de 10,14% (11.998/118.332);
em 2002 foi de 10,96% (11.372/103.762); em 2003 foi de 9,96% (10.802/108.461); em
2004 foi de 5,42% (6.245/ 114.596) e em 2005 foi de 2,27% (2.750/ 121.172). A
prevaléncia geral de condenacdo de figados por F. hepatica foi de 8,87% (61.239/
690.361) no periodo estudado.

No estado de Santa Catarina, Serra-Freire e Nuernberg (1992) analisaram amostras
de fezes de bovinos, bubalinos, ovinos e caprinos em 129 municipios do estado, pela
técnica de quatro tamises, por 12 anos. Os autores observaram positividade de 27,86% de
bovinos, 24,72% bubalinos, 16,92% ovinos e 15,66 caprinos para esse parasito.

Bellato et al., (2009), conduziram um estudo na populacédo de bovinos nascidos e
criados no municipio de Timbd - SC, no periodo de agosto de 2005 a julho de 2007.
Foram coletadas amostras de fezes diretamente do reto de 160 bovinos, jovens e adultos,
e observou-se que 18,12% (29/160) dos animais incluidos no estudo estavam positivos.

No estado do Parand, Queiroz et al., (2002), realizaram levantamento sobre a
presenca de F. hepatica em 42 propriedades distribuidas nos municipios de Bocailva do
Sul e Tunas do Parand, durante o periodo de novembro de 1998 a fevereiro de 1999. Foi
verificado apds exame parasitolégico de fezes realizado com rebanhos bovinos e ovinos
das propriedades pesquisadas, a infeccdo em 4 (10 %) das propriedades, entretanto 0s
autores ndo descrevem a taxa de infecgdo animal.

No estado de S&o Paulo, Oliveira et al., (1994) examinaram 90 amostras de fezes
de bufalos originarios do Municipio de Pariquera-Agu e verificaram que 17 (18,89%)
foram positivas para ovos de F. hepatica.

Tostes et al., (2004), descrevem a partir da condenagéo de figado de bovinos em

matadouro, a ocorréncia de fasciolose em uma propriedade na regido de Presidente
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Prudente. Durante o segundo semestre de 2001 e no decorrer de 2002, 120 mil animais
foram abatidos, constatando-se 4.155 condenacdes de figado pelo Servigo de Inspecédo
Federal nos frigorificos da cidade. Deste total, 88 condenacbes foram decorrentes do
parasitismo por F. hepatica o que correspondeu a 2,12% do total de lesdes hepaticas
catalogadas no periodo.

No estado do Rio de Janeiro, Pile et al., (2001), utilizando-se de exame de fezes,
realizado pela técnica de Quatro Tamises, demonstrou-se a presenga de ovos de F.
hepatica em bufalos jovens e adultos procedentes do municipio de Marica. Esse trabalho
assinala o primeiro relato dessa parasitose na espécie bubalina no estado, registrando
ocorréncia de 2,5%, na amostra avaliada.

Gomes et al., (2002), relataram um foco da doenca no municipio de Campos dos
Goytacazes - RJ, onde foram encontrados bovinos e moluscos Lymnaea spp. naturalmente
infectados em uma propriedade. Foram observadas taxas de 15,83% e de 5,22% de
positividade respectivamente.

No estado do Espirito Santo, Carneiro et al., (2010), relatam a ocorréncia de F.
hepatica em bufalos, em uma propriedade de Jerbnimo Monteiro, no sul do estado. Um
total de 15 amostras de fezes foram coletadas e dessas, sete (46,67%) foram positivas para
ovos de F. hepatica.

No sul desse estado, Alves et al., (2011), relataram a distribuicdo e fatores
associados a infeccdo pelo parasito em bovinos. Os autores realizaram coletas de amostras
fecais em cinquenta propriedades entre os anos de 2008 e 2009 em dez municipios da
regido e observaram que das 717 amostras analisadas, 154 (21,33%) estavam positivas
para ovos de F. hepatica. E com base nos dados de condenagdo de figados bovinos,
Bernardo et al. (2011), avaliaram as perdas econémicas e a porcentagem de condenacao
devido a fasciolose. Analisando os dados oriundo de um matadouro localizado no
municipio de Atilio Vivacqua, observou-se que a prevaléncia de condenacdo aumentou
consideravelmente, sendo de 15,24% em 2006, 23,93% em 2007, 28,57% em 2008 e de
28,24% em 2009, em um total de 110.956 bovinos abatidos nesse periodo.

Vieira et al., (2011), conduziram um estudo em abatedouro também no sul do
estado, identificando as principais causas e as porcentagens de condenagdes de figados
no exame post mortem entre os anos de 2008 e 2010. O parasitismo por F. hepatica foi a
principal causa de condenacéo da viscera, respondendo por 62,2% as condenacdes.

No estado de Minas Gerais, Caldas et al., (1995), em exames coproparasitologicos

realizados em bovinos provenientes de 51 municipios do estado, constataram indices de
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animais positivos para as seguintes microrregiGes: Belo Horizonte (1,80%), Itabira
(0,6%), Divinopolis (1,3%), Pocos de Caldas (0,26%), Varginha (0,51%) e Itajuba
(9,05%).

Faria et al., (2005), demonstraram uma prevaléncia de 10,59% de positividade em
1.058 bovinos analisados no municipio de Itajubd. Os autores relatam ser esse um
municipio considerado como enzodtico para a parasitose no estado.

Lima et al., (2009), em levantamento epidemioldgico da ocorréncia e a dispersao
da F. hepatica no estado, coletaram amostras de fezes de bovinos com idade superior a
12 meses, provenientes de 1.251 propriedades rurais de 120 municipios de Minas Gerais,
no periodo de abril de 2005 a abril de 2006. Em 16 municipios, dentre os estudados, foi
relatada a presenca de bovinos infectados por F. hepatica.

Bennema et al., (2014) utilizaram dados georreferenciados da prevaléncia de F.
hepatica em bovinos abatidos em 1.032 municipios do pais onde figados foram
condenados por causa do parasito pelo Servigo de Inspecdo Federal (MAPA/SIF). Em
onze estados foram observados ao menos um animal infectado: Espirito Santo, Goias,
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Para, Parana, Rio de Janeiro, Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e S8o Paulo. Entretanto a prevaléncia mais alta da
fasciolose foi observada nos estados do Sul, com presenca de focos da doenca ao longo
do litoral do Parana e Santa Catarina e no Rio Grande do Sul.

2.6 Epidemiologia

A ocorréncia, dispersdo e prevaléncia da F. hepatica esta diretamente associada a
fatores ecologicos de cada regido, como caracteristicas ambientais, climaticas e
topograficas, presenca de hospedeiros vertebrados e invertebrados susceptiveis a
infeccdo, e de fatores antropicos, relacionados com o manejo dos rebanhos bem como a
comercializa¢do de animais parasitados para areas livres de infeccdo (Silva et al., 1980;
Gaasenbeck et al., 1992,; Serra-Freire, 1995; Mattos et al., 1997, Oliveira, 2008).

A presenga dos hospedeiros intermediarios, moluscos limneideos, é um fator
indispensavel para a ocorréncia do ciclo da parasitose. Como ja descrito, esses moluscos
podem ser encontrados em locais alagadigos, geralmente com aguas lentas e pouca
correnteza. A temperatura, umidade e pluviosidade tém relacdo direta com a
sobrevivéncia e desenvolvimento das populacdes de moluscos, e consequentemente do

parasito, visto que esses se desenvolvem melhor em temperaturas variando entre 10 a
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25°C e com bastante umidade. A populacdo de moluscos, em geral, aumenta durante as
estacOes chuvosas e diminui apos os periodos de estiagem e frio. Nos periodos em que as
condicBes climaticas sdo desfavoraveis os moluscos podem sobreviver, entrando em
estivacdo ou enterrando-se na lama ou barro e assim permanecer por varios meses (Silva
et al., 1980; Serra-Freire e Nuernberg 1992; Mattos et al., 1997).

Nas estacOes chuvosas os locais de ocorréncia desses moluscos podem ser
ampliados para outras regides, pois estes podem ser carreados pelas &guas facilitando a
formacéo de novos criadouros, uma vez que apresentam grande capacidade de colonizar
novos habitats quando introduzidas naturalmente ou artificialmente no ambiente (Silva et
al., 1980; Serra-Freire, 1999). Se os moluscos carreados estiverem infectados por F.
hepatica, um novo foco da parasitose pode se instalar em regides antes livres do parasito.

A presenca de moluscos em locais onde os hospedeiros vertebrados costumam
pastejar e se alimentar também esta associada a doenca. Locais de varzea e areas
alagadigas em meio as pastagens, criam um ambiente favoravel ao desenvolvimento do
ciclo visto que facilitam o contato parasito-hospedeiro. Uma vez infectado, os
hospedeiros vertebrados defecam nessas areas inundadas e facilitam o encontro do ovo
com a agua, onde esse se desenvolve e origina o miracidio. O miracidio encontra entdo
0s moluscos ali presentes, e esses infectados vao liberar metacercérias, contaminando o
pasto e promovendo a infeccdo dos vertebrados (Boray, 1969; Oliveira et al., 1994; Abilio
e Watanabe, 1998).

O destino dado as fezes de animais infectados, também pode facilitar esse encontro
parasito-hospedeiro. Se as fezes do curral sdo lavadas para fontes de agua onde ocorrem
0s moluscos, o parasito estara em condi¢des favoraveis ao seu desenvolvimento. Araujo
et al.,, (1995) citam ainda a contaminacdo dos cursos de agua por frigorificos e
abatedouros que descartam de forma inadequada visceras de animais contaminados.

O tipo de manejo utilizado na criacdo, que coloca animais a pasto por longos
periodos e o0 consorcio de pastejo com outras espécies também sdo importantes na
manutencdo da fasciolose (Cunha et al., 2007; Bernardo, 2009). A comercializacdo sem
a devida fiscalizagdo e condicdes sanitarias adequadas de animais infectados para areas
livres da infeccdo, mas com condi¢des ambientais favoraveis a ocorréncia do ciclo natural
do parasito também favorece a infecgdo (Lima et al., 2009; Dracz & Lima 2014).

Além desses fatores, a falta de conhecimento sobre o parasito por parte dos

produtores é outro ponto importante, pois leva a um tratamento inadequado do rebanho
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resultando em medidas falhas de controle e profilaxia, e falta de notificacdo de novos

casos, 0 que poderia contribuir em estudos epidemiol6gicos.

2.7 Interacdo parasito-hospedeiro

As infeccgdes por helmintoseas respostas imunoldgicasdo
hospedeirocorrespondenteséo produtos de umaco-evolugdo dindmica prolongadaentre o
hospedeiro e oparasito (Anthony et al., 2007).

Apesar da capacidade de induzir resposta imune, F. hepatica consegue estabelecer
e manter infeccBes cronicas, o que reflete 0 sucesso do parasito a evasdo da resposta
imune do hospedeiro vertebrado. Essa capacidade depende de uma série de adaptacGes
gue permitem evitar ou resistir a um ataque do sistema imunologico.

Durante o desenvolvimento, esse trematddeo altera continuamente a producdo e
liberacdo de antigenos de excrecdo e secre¢do, como uma forma de escape ao sistema
imune, “prevendo” o ataque de granuldcitos em resposta aos anticorpos produzidos
(Keegan & Trudgett, 1992).

As alteracbes celulares e tissulares, que acompanham o desenvolvimento da
infeccdo, encontram-se associadas também a susceptibilidade da espécie de hospedeiro
vertebrado e as caracteristicas bioquimicas do parasito durante os diferentes estagios de
desenvolvimento o que resulta em alteracdes patoldgicas e imunoldgicas que variam
consideravelmente de hospedeiro para hospedeiro (Boray, 1969; Zhang et al., 2005).

Nas infecgdes por F. hepatica, os mecanismos envolvidos nas respostas do
hospedeiro e estratégias de sobrevivéncia do parasito mostram-se complexos. Sabe-se que
a resposta inicial nas primeiras semanas de infec¢do € do tipo Thl, caracterizada por
elevados niveis de INF-y, IL-2 e alta capacidade de proliferacdo de linfdcitos no sangue
periférico, e essa resposta pode atuar no combate ao parasito durante a migracdo pela
cavidade peritoneal e pelo parénquima hepatico (Oldhan & Willians 1985; Clery &
Mulcahy 1998; Pleasance et al., 2011).

Esse periodo de migragéo pela cavidade peritoneal e pelo parénquima hepatico é
conhecido como fase aguda da infecgdo. Os vermes imaturos possuem no seu tegumento
espinhos e uma variedade de compostos antigénicos. Estes permitem aos vermes imaturos
atravessar as paredes do intestino delgado, alcancar a cavidade peritoneal, romper a
capsula hepatica e migrar pelo parénquima, ocasionando a destruicdo de células do tecido,
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o0s hepatocitos, eritrdcitos e linfécitos, formando um homogenado do qual se alimentam
(Dawes, 1963).

Nas migracdes dos parasitos imaturos pelo figado, ocorrem lesdes no parénquima
hepatico, veias e ductos biliares, causando hemorragia, trombose e alteragdes no fluxo
biliar. As lesbes comprometem a integridade funcional do figado e aumentam
proporcionalmente ao desenvolvimento do parasito e suscetibilidade do hospedeiro. Esses
danos causados ao tecido estimulam intensa reacdo inflamatoria celular, com a presenca
de linfocitos, neutrofilos, eosinofilos, macrofagos e restos de tecidos e células. Aos
poucos no local das &reas lesionadas, forma-se um tecido fibroso ou cicatricial,
caracterizando fibrose (Dawes, 1963; Boray, 1969; Ross et al., 1966).

Quando os parasitos alcangam os ductos biliares, atingem a maturidade sexual e
ocorre a postura de ovos, inicia-se a fase cronica da infecgcdo. A sobrevivéncia do parasito
no hospedeiro esté associada ao desenvolvimento de uma resposta Th2, caracterizada por
diminuicdo da producdo de IFN-y, da capacidade proliferativa de linfocitos no sangue
periférico e aumento na producdo de IL-4, IL-10 e 1gG1 (Clery et al., 1996; Flynn &
Mulcahy, 2008).

Sabe-se que no geral, as respostas do tipo Th2 contra helmintos, podem resultar na
eliminacdo do parasito e garantir uma resisténcia a novas infec¢bes, ou levar a uma
infeccdo cronica, como é o caso da fasciolose, onde a resposta Th2, ndo oferece protecao
ao hospedeiro, favorecendo a sobrevivéncia do parasito (Clery & Mulcahy 1998).

Ap0s a penetracdo dos parasitos nos ductos biliares o paréngquima se recupera e a
inflamacéo passa a ser restrita a parede dos ductos e areas do parénquima imediatamente
adjacentes. Nesse local os parasitos se alimentam de sangue e causam lesdes mecanicas,
espessamento do epitélio dos ductos biliares e pode ocorrer também uma reacao
granulomatosa levando a mineralizacdo. Nas lesbes podem ser observados infiltrados
inflamatdrios de eosinofilos, linfocitos e macrofagos (Dawes, 1963; Thorpe, 1965; Berne,
1994; Martinez-Moreno et al., 1997).

Em situacbes a campo, 0s animais estdo em constante contato com o parasito,

resultando em sinais de fase aguda e crénica associados.
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2.8 Diagnostico

Dentre as técnicas diretas, as mais comuns e utilizadas séo as coproparasitoldgicas,
que permitem a visualizacdo de ovos do parasito. Das técnicas mais conhecidas destacam-
se as de Watanabe et al., (1953), de Dennis et al., (1954), de Girdo e Ueno (1985) e a de
filtracdo sequencial em dois tamises metélicos em aparelho de Flukefinder (Faria et al.,
2008).

Alguns fatores que podem influenciar a eficiéncia dessas técnicas
coproparasitoldgicas sdo a baixa sensibilidade de alguns exames, a inexperiéncia para se
realizar a leitura dos exames, a baixa carga parasitaria nos animais infectados que pode
resultar em poucos ovos liberados nas fezes. Um ponto negativo é que permitir que a
parasitose seja diagnosticada apenas ap0s 0 parasito ter migrado pelo parénquima
hepatico e ter completado o ciclo no hospedeiro. Outra técnica de diagnostico mais
simples é o encontro de parasitos adultos nos ductos biliares de animais mediante

necropsia e inspe¢do pos morte.

As técnicas indiretas foram desenvolvidas a partir dos anos 90 e sdo capazes de
detectar anticorpos produzidos contra qualquer fase do parasito bem como antigenos que
0 préprio parasito produz e secreta. As técnicas de pesquisa de anticorpos mais utilizadas
sdo imunofluorescéncia indireta, imunoeletrotransferéncia (EITB) e a técnica de
diagnostico imunoenzimatico ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), sendo
essa Ultima uma das mais utilizadas. A pesquisa de anticorpos no soro sanguineo pela
técnica de ELISA indireta, embora indique se o animal teve contato com o parasito, nao
permite saber com certeza se a infeccdo esta em curso ou se ja foi debelada. Entretanto,
em animais acompanhados sorologicamente, permite a deteccdo da infeccdo ainda no

periodo pré-patente (Kleiman et al., 2005; Valero et al., 2012).

Outras vantagens dessas técnicas indiretas sdo a capacidade de diagnostico em
estagio inicial da infeccdo, além de alta sensibilidade, especificidade e rapidez, e a

possibilidade de se estudar grandes populacdes em um curto prazo.

Além dos exames ja citados, pode-se também utilizar exames hematoldgicos para
avaliar a resposta das células circulantes de defesa do organismo e para avaliar os niveis

séricos de enzimas liberadas por células hepaticas lesionadas (Urquhart, 1996).
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3. JUSTIFICATIVA

A fasciolose é uma zoonose que apresenta importancia em medicina humana e
veterinaria e causa prejuizos econémicos graves a pecuaria mundial em animais de
interesse econdémico, como bovinos, bubalinos e ovinos.

Encontra-se em expanséo no estado de Minas Gerais, e novos focos da doenga vem
sendo descritos em regides antes consideradas indenes. A busca por novas regides de
dispersdo do parasito com infec¢des naturais de hospedeiros vertebrados e invertebrados,
contribui para melhor entendimento dos fatores de risco associados a ocorréncia e
manutencéo do ciclo desse trematddeo.

Em um estudo prévio realizado na regido metropolitana de Belo Horizonte,
constatou-se em abatedouro a condenacéo de figados bovinos infectados por F. hepatica
proveniente dos municipios de Pedro Leopoldo e S&o José da Lapa. Esses municipios
apresentam grande atividade pecudria e um intenso comércio desses animais entre 0s
produtores do proprio municipio como também para municipios vizinhos. Além da regi&o
apresentar caracteristicas topogréaficas, hidrograficas e climaticas propicias para o
estabelecimento e manutencdo do ciclo bioldgico.

O conhecimento de fatores epidemioldgicos relacionados a esse parasito é
importante para o desenvolvimento de estratégias de controle efetivas para cada regido.
Assim como o conhecimento da relacdo que a F. hepatica estabelece com seus
hospedeiros também séo de grande importancia para melhor controle da doenca.

Os mecanismos envolvidos na resposta imune celular e humoral do hospedeiro
frente a infeccdo por F. hepéatica mostram-se complexos e ainda pouco esclarecidos,
principalmente em ovinos, animais que nao apresentam resisténcia ao parasito e podem
vir a ébito ainda na fase aguda da infec¢do. Apesar da intensa resposta por parte do
hospedeiro vertebrado o parasito utiliza-se de mecanismos de escape, conseguindo assim
sobreviver e estabelecer uma infeccéo cronica. O entendimento desses mecanismos de
evasdo utilizados pela F. hepatica durante o curso da infeccdo no hospedeiro vertebrado,
torna possivel o esclarecimento de diferentes niveis da interagdo parasito-hospedeiro.
Permitindo o estabelecimento de novas estratégias de controle da infeccdo e sugestdo de

mecanismos de protecdo como uma linha de defesa adicional no controle da fasciolose.
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4. OBJETIVOS

4.1 Obijetivo geral

Realizar nos municipios de Pedro Leopoldo e Sdo José da Lapa, levantamento de
hospedeiros vertebrados e invertebrados naturalmente infectados por Fasciola hepatica,
avaliando fatores associados a presenca do parasito.

Realizar acompanhamento parasitologico, hematolégico e imunolégico de ovinos
da raca Santa Inés experimentalmente infectados por F. hepatica, nas fases aguda e

cronica da infeccéo.

4.2 Obijetivos especificos

e Avaliar a taxa de condenacdo de figados e a taxa de infec¢do natural por F.

hepatica em bovinos abatidos no municipio de Pedro Leopoldo.

e Descrever as lesbes macroscépicas e histoldgicas nos figados bovinos parasitados

por F. hepatica.

e Auvaliar por meio de inquérito coprolégico, a ocorréncia de F. hepatica em

bovinos e bubalinos nos municipios de Pedro Leopoldo e Sdo José da Lapa.

o Identificar fatores associados a transmissdo da parasitose nesses municipios.

e Avaliar a ocorréncia de Lymnaea spp. nos municipios de Pedro Leopoldo e Séo

José da Lapa, e a taxa de infecgdo natural por F. hepatica nesses moluscos.

e Auvaliar, com infecgdo experimental, a susceptibilidade de ovinos da ranga Santa
Inés a F. hepatica e acompanhar parametros parasitologicos por meio da liberacdo

de ovos do parasito nas fezes.

e Avaliar in vitro, nas fases aguda e cronica da infeccdo, a producéo de TGF-p em
culturas de células mononucleares do sangue periférico dos ovinos Santa Inés,

estimuladas com antigenos bruto e antigeno de excecao e secrecao de parasito.
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e Avaliar invitro, nas fases aguda e cronica da infeccao, a producédo de 6xido nitrico
em culturas de células mononucleares do sangue periférico dos ovinos
experimentalmente infectados, estimuladas com antigenos bruto e antigeno de

excecao e secrecao de parasito.

e Auvaliar a resposta humoral dos ovinos, na fase aguda e cronica da infeccéo,
acompanhando os niveis séricos de anticorpos IgG especificos contra antigenos

do parasito, no plasma desses animais.
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CAPITULO 1

Causas de condenacdo e avaliacao patoldgica de figados infectados por Fasciola
hepatica inspecionados em frigorifico da regido central do Estado de Minas Gerais
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1. Introducéo

Minas Gerais € um dos principais estados produtores de leite e carne no Brasil.
Apresenta um rebanho de 24,2 milhGes de bovinos (IBGE, 2013). Entretanto, um dos
principais fatores que interfere na exploragdo econdmica do rebanho bovino sdo as
endoparasitoses que podem provocar alta morbidade e mortalidade dos animais. Dentre
elas encontra-se a fasciolose, doenga causada por Fasciola hepatica que parasita o
parénquima hepatico e os ductos biliares de bovinos, bubalinos, ovinos e outros
mamiferos (Lima et al. 2009).

A fasciolose é uma das principais causas de prejuizo econdmico a pecuaria devido
a reducdo da produtividade em rebanhos, a queda na producdo de leite, atraso no
crescimento de animais, perda de peso, gastos no controle e tratamento dessa parasitose,
além da condenacdo de figados durante o abate de animais (Bostelmann et al. 2000; Dracz
& Lima 2014).

No Brasil o parasito possui relatos de sua ocorréncia em todas as regides do pais.
No estado de Minas Gerias considera-se que a F. hepatica estd em expansdo, como pode
ser observado em trabalhos que demonstram que os indices de condenacéo de figados por
fasciolose em abatedouros e novos casos de infecces em animais de regides antes
consideradas livres da parasitose vém aumentando gradativamente nos Gltimos anos
(Lima et al., 2009; Dracz & Lima, 2014; Bennema et al., 2014).

Considerando os fatores acima citados e o fato de que poucos trabalhos dessa
natureza foram realizados no estado de Minas Gerais, 0 presente trabalho teve como
objetivo verificar a ocorréncia de fasciolose em figados de bovinos abatidos em
matadouro sob o Servico de Inspecdo Estadual no municipio de Pedro Leopoldo, Minas
Gerais. Foram também identificadas outras causas de condenacdo desse 6rgdo e avaliou-

se macro e microscopicamente as lesdes provocadas pelo parasito nos figados parasitados.
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2. Material e Métodos

2.1 Coleta de dados

A pesquisa foi realizada a partir dos dados cedidos pelo IMA (Instituto Mineiro de
Agropecuéria) sobre as condenacgdes de figados bovinos durante abate ocorridos entre
janeiro de 2011 e dezembro de 2015 no matadouro FrigoVitor localizado no municipio
de Pedro Leopoldo (19° 40’ 10.43” de Latitude Sul, 44° 0’ 59.93” de Longitude Oeste),
fiscalizado pelo préprio IMA segundo as normas do RIISPOA.

Os bovinos abatidos foram provenientes de diferentes municipios pertencentes a
regido metropolitana de Belo Horizonte, mas principalmente do préprio municipio de
Pedro Leopoldo.

2.2 Avaliacdo macroscopica e microscopica de figados parasitados por
Fasciola hepatica

Os figados nos quais foram observadas a presenca do parasito e ou lesdes
caracteristicas do parasitismo por F. hepatica, foram acondicionados em sacos plasticos
em caixas de isopor com gelo e encaminhados ao Laboratério de Helmintologia
Veterinaria do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

Foram realizadas avaliacGes macroscopicas em relacdo a coloracdo, consisténcia,
forma, deposicdo de fibrina na superficie do 6rgédo, presenca de pontos de necrose e
fibrose, espessamento da parede, mineralizagéo, ectasia e obstrucdo dos ductos biliares.

Para avaliacdo histopatoldgica fragmentos de aproximadamente 2 cm dos figados
que apresentavam alteracfes foram retirados com auxilio de um bisturi e fixados em
formol 10% tamponado e processados de acordo com técnica de rotina para inclusdo em
parafina (Luna, 1968). Apds a fixacdo o material foi desidratado em alcool e diafanizado
em xilol. Os fragmentos foram incluidos em parafina e realizados cortes de cinco
micrémetros. As laminas foram coradas pela Hematoxilina-Eosina e analisadas em

microscopio de luz comum nas objetivas de 04, 10, 20, 40 e 100 X.
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3. Resultados

3.1 Causas de condenacédo dos figados

Observou-se que entre os anos de 2011 e 2015, 19.491 bovinos foram abatidos e
inspecionados, e destes, 1.761 (9,03%) apresentaram lesGes ou alteracBes hepaticas
observadas na linha de inspecdo (TABELA 1) tendo seus figados condenados.

TABELA 1 - Valores totais e médias de bovinos abatidos, numero de figados condenados
e o percentual de condenagdes nos anos de 2011 a 2015 em matadouro no municipio de
Pedro Leopoldo — MG.

Numero de bovinos Numero de figados % de
Ano . ~
abatidos condenados condenacao
2011 4.690 369 7,87
2012 3.854 211 547
2013 3.815 330 8,65
2014 3.346 340 10,16
2015 3.786 511 16,50
Total 19.491 1.761 9,03
Média 3.898 352 9,73

Na Tabela 2, estdo representados os dados relacionados a gquantidade total de
figados condenados por ano, bem como a porcentagem de cada causa de condenagé&o.

Dentre todas as condenacdes, observou se que as principais causas foram, em ordem
decrescente: abcessos - 26,24% (462), cisticercose calcificada - 18,85% (332),
teleangiectasia - 18,11% (319), esteatose - 11,64% (205), contaminacdo - 6,36% (112),
hidatidose - 4,6% (81), hepatite - 3,98% (70), congestéo - 3,18% (56), fasciolose - 3,01%
(53), cirrose hepatica - 1,99% (35), tuberculose - 0,97% (17), neoplasias - 0,57% (10),
cisticercose viva - 0,28% (5), tuberculose caseosa e peri hepatite - 0,11% (2).
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TABELA 2 - Numero total de figados bovinos condenados na linha de inspe¢do em matadouro no municipio de Pedro Leopoldo — MG, nos anos
de 2011 a 2015, causas de condenagdes e suas respectivas porcentagens.

2011 2012 2013 2014 2015
Causa Condenacoes / Condenacoes / Condenacoes / Condenacdes / Condenacdes /

Porcentagem (%) Porcentagem (%) Porcentagem (%) Porcentagem (%)  Porcentagem (%)
Abscessos 116/ 31,44% 91/43,13% 94 / 28,50% 771 22,65% 84 /16,44%
Cirrose 210,54% 12 /5,69% 5/1,50% 6/1,76% 10/1,96%
Cisticercose viva 210,54% 0/0,00% 1/0,30% 0/0,00% 210,39%
Cisticercose calcificada 15/4,07% 6/2,84% 85/ 25,70% 104/ 30,6% 122 /23,87%
Congestao 19/5,15% 16/7,58% 6/1,80% 6/1,76% 9/1,76%
Contaminacéo 15/4,07% 25/11,85% 19/5,80% 22 16,47% 31/6,07%
Esteatose 64 /17,34% 411,90% 47 [ 14,20% 40/11,76% 50/9,78%
Fasciolose 22 /5,96% 21/9,95% 2/0,60% 5/1,47% 3/0,59%
Hepatite 4/1,08% 0/0,00% 10/ 3,00% 13/3,82% 43 /8,41%
Hidatidose 6/1,63% 1/0,00% 18/5,50% 19/5,59% 38/ 7,44%
Neoplasia 1/0,27% 2/0,00% 210,60% 3/0,88% 410,78%
Teleangiectasia 97/ 26,29% 35/16,59% 40/12,20% 41/12,06% 106 / 20,74%
Tuberculose calcificada 3/0,81% 1/0,47% 1/0,30% 4/1,18% 8/157%
Tuberculose caseosa 1/0,27% 0/0,00% 0/0,00% 0/0,00% 1/0,20%
Peri hepatite 210,54% 0/0,00% 0/0,00% 0/0,00% 0/0,00%

Total 369 / 100,00% 211/ 100,00% 330/ 100,00% 340/100,00% 511 /100,00%
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Observou se gque entre os anos de 2011 e 2012, o parasitismo por Fasciola era a
quarta maior causa de condenacéo de figados dos bovinos abatidos. Nos anos seguintes,
observou-se redugdo no numero de animais infectados, passando a ser a decima maior
causa de condenacdo da viscera. Entretanto, levando em consideracdo todo o periodo
estudado, a fasciolose foi a nona causa de condenacdo e a terceira parasitose mais

prevalente que acometeu o figado.

3.2 Avaliacdo macroscopica

Foram coletados seis figados bovinos com infeccdo por F. hepatica comprovada
pelo encontro de parasitos adultos nos ductos biliares e de lesGes hepaticas caracteristicas
do parasitismo.

Observou-se que os figados apresentaram perda da arquitetura do parénquima
hepético caracterizada por depressdo e l6bulos com bordas abauladas, deposicdo de
fibrina, focos de necrose e de fibrose distribuidos na superficie do 6rgao, espessamento
dos ductos biliares com acentuada calcificacdo e obstrucdo, presenca de liquido de
coloracdo amarelada e granulos pretos no interior dos ductos (FIGURAS 1 e 2).

Em todos os figados também foram recuperados parasitos adultos nos ductos
biliares. Foram recuperados um total de 5, 14, 23, 42, 56 e 590 de exemplares de F.

hepatica, com uma média de 121,6 parasitos por 6rgao.
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FIGURA 1 - Figado de bovino naturalmente infectado por Fasciola hepatica proveniente

do municipio de Pedro Leopoldo, MG, com lesdes decorrentes da infeccdo. A) Depressédo
(Dp) e areas de fibrose (asterisco) na capsula hepética. B) Areas de fibrose (asterisco).
C) Pontos de necrose (seta preta). D) Ducto hepatico com intensa ectasia, espessamento
e mineralizacdo, contendo no limen material com granulos pretos e secre¢do amarelada
(Dh).
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FIGURA 2 - Figado de bovino naturalmente infectado por Fasciola hepatica proveniente

do municipio de Pedro Leopoldo, MG, com lesBes decorrentes da infecgdo. A) Ductos
hepéaticos com espessamento da parede e dilatacdo do limen (cabega de seta). B) Ducto
hepatico com espessamento da parede (estrela) e no interior a presenga de secrecdo
amarelada contendo granulo pretos (S). C) Parasitos adultos (P) no ducto biliar com
ectasia do lumen (estrela). D) Exemplares e F. hepatica coletados dos ductos biliares.
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3.3 Avaliacéo microscopica

Os cortes histolégicos foram analisados e as lesdes provenientes do parasitismo
documentadas em microscopio Olympus BX40 acoplado com camera digital QColor 3™
(Olympus). Para capturar as imagens foi utilizado o software QCapture Suite™,

No figado dos bovinos, havia infiltrado inflamatorio multifocais e perivasculares,
constituidos por células mononucleares. Foram caracterizadas areas de fibrose no
parénquima e em meio a ductos proliferados. Pode-se observar a deposi¢cdo de fibras
colagenas, em torno dos ductos biliares, e nas lesdes decorrentes da migracao do parasito
pelo parénquima hepético. Também foram observadas dilatacdes e obstrugcdes dos ductos
hepéticos por material amorfo e restos celulares, e de ramo de artéria com trombo-émbolo
(FIGURAS 3 e 4).
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FIGURA 3 - Figado de bovino naturalmente infectado por Fasciola hepatica proveniente

do municipio de Pedro Leopoldo, MG. A) Intensa area de fibrose (asterisco).
Hematoxilina-eosina (HE) (Aumento: 10x; Barra= 64 micra). B) Maior aumento da
imagem anterior. Fibroplasia (asterisco) formando feixes fibrosos que se coalescem
caracterizando o “trajeto do parasito” (seta amarela) durante migragao pelo parénquima
hepatico. Hematoxilina-eosina (HE) (Aumento: 20x; Barra= 32 micra). C) Visdo do
espaco porta (EP), veia centrolobular (VC) e feixes fibrosos periportais que se
interconectam caracterizando o “trajeto do parasito” (seta amarela). Hematoxilina-eosina
(HE) (Aumento: 10x; Barra= 64 micra). D) Detalhe do espago porta (EP), com ramos da
veia porta (VP) associada a moderada fibrose (asterisco) e infiltrado inflamatério (seta
preta) na area periportal (estrela). Hematoxilina-eosina (HE) (Aumento: 20x; Barra= 32
micra).
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FIGURA 4 - Figado de bovino naturalmente infectado por Fasciola hepatica proveniente

do municipio de Pedro Leopoldo, MG. A) Intensa proliferacdo de ductos biliares (seta
amarela) entremeados por fibroplasia (asterisco). Hematoxilina-eosina (HE) (Aumento:
10x; Barra= 64 micra). B) Ectasia e fibrose periductal (asterisco) em torno de ramo de
ducto biliar (rDB), no limen ha restos celulares e material amorfo basofilico.
Hematoxilina-eosina (HE) (Aumento: 40x; Barra= 16 micra). C) Extensa area de fibrose
(asterisco) e ramo de artéria com trombo-émbolo (TE). Hematoxilina-eosina (HE)
(Aumento: 40x; Barra= 16 micra). D) Corte longitudinal do parasito. Pode-se observar o
tegumento com espinhos (seta) e Gtero com presenca de ovos (Ov). A parede do ducto
esta espessa devido a fibrose (asterisco) e ha presenca de remanescentes de epitélio biliar

hiperplasico (seta amarela). Hematoxilina-eosina (HE) (Aumento: 4x; Barra= 128 micra).
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4. Discussao

A inspecédo e condenagdo de 6rgdos, visceras e carcagas de animais destinados ao
abate, seja por apresentarem lesdes e alteracdes decorrentes de processos patologicos ou
mesmo infec¢des por parasitos, € importante para a satde publica, pois tem o objetivo de
tornar seguro o consumo humano desses alimentos (Herenda et al., 1994), uma vez que
muitas das doencas dos animais, podem acometer os seres humanos, sendo consideradas
Z0oonoses.

No presente trabalho, foram avaliados dados provenientes de 19.491 bovinos
abatidos entre os anos de 2011 e 2015, em abatedouro municipal sob servico de Inspegéo
Estadual. Dentre o nimero de bovinos abatidos, a porcentagem total de condenacédo de
figados no periodo foi de 9,03%.

Alguns autores encontraram maiores taxas de condenacdo dessa viscera em outros
estados do pais, como Santa Catariana - 31,75% (Mendes e Pilati, 2007) e Espirito Santo
-40,2% e 48,5% (Vieira et al., 2011).

As principais causas de condenacao variaram pouco ao longo do tempo do estudo,
sendo as trés causas ndo parasitarias principais encontradas: abscessos (26,24%),
teleangiectasia (18,11%) e esteatose (11,64%). E as parasitoses: cisticercose calcificada
(18,85%), hidatidose (4,60%) e fasciolose (3,01%).

Resultados similares foram observados por alguns autores quando comparadas as
causas de condenacdo nos estados do Rio Grande do Norte (Lima et al., 2007), Santa
Catarina (Mendes e Pilati, 2007) e Espirito Santo (Baptista, 2008; Vieira et al., 2011).

Em relacdo as condenacdes exclusivas decorrentes do parasitismo por F. hepatica,
observou-se no presente levantamento uma taxa de prevaléncia de 3,01% no municipio
estudado, na regido metropolitana de Belo Horizonte, valor menor quando comparado a
outras regides do pais, principalmente nos estados do sul (Dultra et al., 2010; Bernardo et
al., 2011; Tessele et al., 2013). Isso provavelmente pode ser explicado pelo fato dos outros
autores terem avaliado regides e municipios onde a fasciolose é considerada endémica e
apresenta elevadas taxas de infeccdo nos rebanhos

Entretanto a presenca de animais parasitados nos municipios estudados no presente
trabalho ressalta a importancia de maiores estudos em areas nao consideradas endémicas
para a fasciolose, como os municipios de Pedro Leopoldo e municipios vizinhos, que

apresentam condicdes epidemioldgicas e antropicas favoraveis a ocorréncia do ciclo,
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podendo vir a apresentar maiores taxas de infec¢do se ndo houver um controle adequado
do parasito.

Escassos sdo os trabalhos realizados quando voltados a estudos epidemiol6gicos
sobre F. hepatica e sua prevaléncia em ruminantes no estado de Minas Gerias, seja por
métodos de observacdo de dados provenientes de frigorificos-matadouros ou por
inquéritos coproparasitologicos. Mas apesar de poucos, os relatos descritos, vem
demonstrando cada vez mais novos focos de infec¢do autdctones, surgindo em areas antes
consideradas indenes (Lima et al., 2009, Dracz e Lima, 2014). Esse fato enfatiza cada vez
mais a necessidade e importancia de maiores estudos para se determinar e conhecer a real
situacdo da disperséo do parasito no estado.

Além do levantamento da ocorréncia de F. hepatica nos bovinos abatidos no
municipio de Pedro Leopoldo, esse trabalho avaliou as lesGes macro e microscopicas
decorrentes do parasitismo nos figados condenados.

Macroscopicamente, os figados avaliados apresentaram depressdo e pontos de
necrose e fibrose na capsula hepatica, alteracbes na coloragdo apresentando-se mais
palidos e consisténcia mais friavel. Ao inicio da dissecacdo do 6rgao foram observadas
lesGes nos principais ductos biliares como espessamento da parede, dilatacdo do lumen,
calcificacdo e obstrucdo. Alteracdes também observadas por outros autores (Bostelmann
et al., 2000; Marcos et al., 2007; Adrien et al., 2013; Paula et al., 2014; Trivilin et al.,
2014).

De acordo com os achados nos cortes histoldgicos, certificou-se que 0s animais
estavam com fasciolose cronica, o que pode ser confirmado pela presenca de parasitos
adultos nos ductos, fibrose no parénquima hepatico principalmente nos antigos trajetos
de migracdo das formas imaturas do parasito, espessamento, obstrucéo e calcificacdo dos
ductos biliares. Outros autores também observaram essas lesdes em bovinos na fase
cronica, seja em infecgOes naturais ou experimentais (Dow et al., 1967; Bostelmann et
al., 2000; Marcos et al., 2007; Paula et al., 2014; Trivilin et al., 2014).

Outras observacdes como presenca de infiltrado inflamat6rio com predominancia
de células mononucleares, fibrose periductal, periportal e perivascular, presenga de ovos
do parasito no interior de ductos, obstrugdo da luz dos ductos por restos celulares e
trombose em pequenos vasos, foram observadas em todos os figados analisados nesse
estudo e esses resultados sdo semelhantes aos encontrados por outros autores em bovinos
infectados por F. hepatica (Bostelmann et al., 2000; Marcos et al., 2007; Adrien et al.,
2013; Paula et al., 2014; Trivilin et al., 2014).

62



A fibrose, observada nos figados avaliados, também é descrita como uma das
principais alteragdes nos quadros de fasciolose cronica, apesar de ser considerada como
“uma solugdo” pods-necrética que 0 organismo promove para tentar controlar a
inflamacéo, € um processo que pode gerar danos como perda de funcéo de parte do 6rgao
uma vez que ocorre substituicdo do parénquima perdido. E 0 mecanismo de formagéo
desse processo ndo esta totalmente esclarecido, mas sabe-se que esta correlacionado com
a intensidade da infeccdo (Marcos et al., 2007; Trivilin et al., 2014). Dessa forma, é
importante entender os eventos que levam a formacdo da fibrose a fim de identificar
métodos terapéuticos que possam retardar ou interromper o seu processo de formacao
(Paula et al., 2014).

Com os dados obtidos, pode-se constatar que a F. hepatica esta presente em
municipios do estado de Minas Gerais antes considerados livres do parasito, com a
confirmacdo de animais naturalmente infectados e concluir que as alteracdes histoldgicas
observadas nos figados desses bovinos promovem danos intensos aos tecidos, o que pode
levar a significativas perdas economicas. E reforca a importancia da fiscalizacdo
adequada nos abatedouros para garantir que as visceras inadequadas para consumo

humano néo sejam comercializadas.
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CAPITULO 2

Fasciola hepatica em bovinos e bubalinos nos municipios de Pedro Leopoldo e Séo

José da Lapa, regido central do estado de Minas Gerais
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1. Introducéo

Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) é um trematddeo digenético da familia
Fasciolidae que parasita os ductos hepaticos de bovinos, bubalinos, ovinos, roedores e do
homem (Lima et al. 2009). A fasciolose é considerada uma enfermidade de grande
importancia veterinaria, pois representa um sério problema para a cria¢do de ruminantes,
ocasionando perdas econdmicas decorrentes da queda na produtividade de carne, leite e
14, retardo no crescimento de animais jovens, abortos, mortalidade, rejeicGes de figados
em matadouros, além dos gastos no controle da parasitose (Lima et al., 2009; Dracz &
Lima 2014).

Apresenta distribuicdo cosmopolita, sendo relatada na Europa, Africa, Asia,
Oceania e Américas. No Brasil, a regido considerada enzodtica para o parasito sao 0s
estados do Sul (Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana) e Sudeste (Sdo Paulo, Rio
de Janeiro, sul do Espirito Santo e de Minas Gerais) (Lima et al., 2009; Dracz & Lima,
2014; Bennema et al. 2014).

Em Minas Gerias considera-se que a ocorréncia desse trematddeo estd em expansado
em varias regides do estado, devido aos novos relatos que vem sendo descritos em areas
consideradas indenes (Lima et al., 2009; Dracz & Lima, 2014; Bennema et al., 2014).

O estado é um dos principais produtores de leite e carne no pais, onde a
agropecuaria ocupa em torno de 70% do seu territorio. Segundo o Instituto Mineiro de
Agropecuéria (IMA) em 2013, o numero efetivo do rebanho bovino era de 24,2 milhdes
de bovinos, distribuidos principalmente no Triangulo Mineiro, Regido Metropolitana e
Vale do Aco.

Apesar do grande papel que o estado tem no campo da agropecuaria nacional e da
importancia econdmica do parasito, ndo ha uma constancia nas avaliagdes de ocorréncia
da fasciolose nos hospedeiros vertebrados, mesmo que alguns inquéritos parasitoldgicos
indiquem a presenca e dispersdo da F. hepatica no territorio brasileiro (Oliveira, 2008).

A dispersdo geografica do parasito no Brasil se deve a transferéncia de animais de
areas onde a doenca é enzootica para localidades indenes com condicdes epidemioldgicas
favoraveis, como a presenca de moluscos do género Lymnaea, que sao 0s hospedeiros
intermediarios de F. hepatica, e fatores ambientais, climaticos e hidrograficos ideais que
proporcionam condicdes para o desenvolvimento e estabelecimento do ciclo biologico
(Lima et al., 2009; Alves et al., 2011; Martins et al., 2012; Dracz & Lima, 2014).
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O conhecimento da disperséo do parasito, evidencia a importancia e necessidade de
estudos epidemiologicos identificando novos focos da doenca para o real conhecimento
da distribuicdo do parasito no estado de Minas Gerais. Além disso, identificar e conhecer
fatores e aspectos de risco relacionados a sua disseminacgdo e transmisséo, para indicar

medidas efetivas de controle adequadas a cada regido.

2. Material e Métodos

2.1 Prevaléncia de Fasciola hepatica e fatores associados a infec¢ao

2.1.1 Area de estudo

O municipio de Pedro Leopoldo estd localizado nas coordenadas geogréaficas
19°37°12” de Latitude Sul, 44°2°38” de Longitude Oeste e apresenta uma extensdo
territorial de 292.947 km?, fazendo divisa com o0 municipio de S&o Jose da Lapa, que esta
situado nas coordenadas geograficas 19° 70° 57.2” de Latitude Sul, 43° 97’ 47.6” de
Longitude Oeste e uma extens3o territorial de 47.930 km?.

A bacia do Rio das Velhas representa a principal rede hidrogréafica da regido, sendo
seus principais afluentes os Ribeir6es da Mata, das Neves e do Urubu em Pedro Leopoldo
e 0 Corrego da Carranca e Ribeirdo da Mata em Sédo Jose da Lapa.

A topografia da regido apresenta variacdes entre plana, ondulada e montanhosa, e
a vegetacdo se insere na area de contato entre os biomas do cerrado e da Mata Atlantica.
A vegetacdo original foi em grande parte substituida por pastagens, ocupacao urbana,
empresas que exploram recursos minerais (calcario, minério de ferro, argila e areia) e
atividade industrial.

O clima dos municipios é considerado tropical imido e seco de acordo com a
classificacdo de Kdppen, com um periodo de seca de maio a outubro e um periodo de

chuvas de novembro a abril.
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FIGURA 1 - Localizacdo dos municipios de Pedro Leopoldo e Sdo José da Lapa na regido
central do estado de Minas Gerais, Brasil. Fonte: IGA — Instituto de Geociéncias
Aplicadas, 2015.

2.1.2 Determinacdo da prevaléncia de Fasciola hepatica

De acordo com o Instituto Mineiro de Agropecuéria (IMA) o rebanho bovino atual
no municipio de Pedro Leopoldo é de 100 cabecas de bubalinos e 14.000 cabegas de
bovinos, divididos em 120 propriedades. No municipio de Sdo José da Lapa € de 30
cabecas de bubalinos e 1.500 de bovinos, divididos em 23 propriedades.

Para se determinar a ocorréncia da parasitose na regido, foi realizado o
levantamento das propriedades rurais nesses municipios que possuissem criacdo de
rebanho bovino e bubalino e foram selecionadas aleatoriamente 50 propriedades do
municipio de Pedro Leopoldo e 15 de Sdo José da Lapa. Nessas propriedades foram

realizadas coletas de fezes dos animais para pesquisa de ovos de F. hepatica.

2.1.3 Coletas e exame das fezes

Nas propriedades selecionadas, todos os animais com idade superior a 12 meses,
foram contidos e foi realizada a coleta de amostras de fezes diretamente da ampola retal,
com sacos plasticos devidamente identificados com o0 home ou nimero do animal. As
amostras foram acondicionadas em caixa de isopor com gelo e levadas ao Laboratério de

Helmintologia veterinaria ICB/UFMG. O exame parasitologico das amostras fecais foi
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realizado pela técnica dos Quatro Tamises segundo Girdo & Ueno (1985), para a pesquisa

de ovos de F. hepatica.

2.1.4 Técnica de Quatro Tamises Metalicos

Para 0 exame coproldgico, foram pesados em copos plésticos, 10 gramas de cada
amostra coletada. Adicionado 30 ml de agua e homogeneizado com bastdo de vidro até
completa diluicdo das fezes. Em seguida, a mistura foi passada atraves de um conjunto
de quatro tamises, dispostos uns sobre os outros, na sequéncia de ordem 100, 180, 200 e
250 malhas/polegadas. Os trés primeiros tamises permitem a passagem de ovos de F.
hepatica, retendo fibras fecais, conforme abertura das malhas, e o Gltimo tamis retém os
ovos, juntamente com fibras fecais finas. A lavagem foi realizada em agua corrente e o
material retido no ultimo tamis (250 malhas/polegada) foi recolhido em um copo plastico,
utilizando um jato de &gua no sentido oposto ao da lavagem. Apds dez minutos em
decantacdo, foi retirado o sobrenadante com auxilio de uma pipeta de Pasteur, e o material
decantado, transferido para uma placa de Petri e examinado ao microscopio

estereoscopico no aumento de 40 vezes (Girdo & Ueno, 1985).

2.1.5 Caracterizacao das propriedades

Em cada propriedade do estudo, foram colhidos dados de identificacdo e
caracterizacdo por meio de questionario (ANEXO 1) direcionado aos proprietarios ou
responsaveis e por meio de observacdo direta.

As informacOes referentes a identificacdo foram: nome do proprietario e da
propriedade, localidade/bairro do municipio onde se encontra a propriedade, anotacdo das
coordenadas geograficas (latitude e longitude) com o uso de um sistema de
posicionamento por satélite - Sistema de Posicionamento Global — GPS (Garmin Nvi
42), categoria animal amostrada, raca e nimero de amostras coletadas.

As informacdes de caracterizagcdo foram: tipos de exploracdo pecuéria, tipo do
sistema de producdo, origem dos animais do rebanho, localizacdo das pastagens, destino
final das fezes do curral, origem da agua oferecida aos animais, conhecimento de F.

hepatica e compartilhamento do espaco com outras espécies animais.
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As informacOes de observacéo direta foram: nivel de tecnificacdo, distancia das
pastagens e a fonte de agua natural quando presente, tipo de topografia das pastagens,
presenca de moluscos do género Lymnaea e local de observagdo dos moluscos.

Em relacdo ao nivel de tecnificacdo das propriedades foram estabelecidos os
seguintes parametros: Nivel alto: considerado quando a propriedade apresenta uma
infraestrutura moderna, incluindo ordenha mecénica, currais cobertos e com calgamento
e limpeza diaria das fezes. Nivel médio: quando ha uma infraestrutura, porém, mais
simples, ordenha manual, currais com calgamento e limpeza diaria ou periddica das fezes.
Nivel baixo: quando os animais sdo criados soltos ou ha a existéncia de currais precarios

sem muita preocupagao com a higiene do local.

2.1.6 Variaveis do estudo

Trata-se de um trabalho epidemioldgico, de delineamento transversal. As variaveis
foram obtidas com base no questionario aplicado aos produtores e responsaveis pelas
propriedades (ANEXO 1).

2.1.6.1 Variavel dependente

A variavel dependente do estudo foi a presenca da infeccdo por F. hepatica no
rebanho nas propriedades estudadas (SIM/NAO).

2.1.6.2 Variaveis independentes

As variaveis independentes utilizadas para a identificacdo dos fatores associados a

infeccdo por F. hepatica foram:

- Relacionados ao ambiente: localizacdo da area das pastagens, distancia das
pastagens a fonte de agua natural presente, tipo de topografia do terreno e presenca do
molusco Lymnaea spp..

- Relacionados ao manejo do rebanho: origem dos animais do rebanho, tipo de
exploracdo pecuaria, tipo de producéo, destino final das fezes do curral, origem da agua

oferecida ao rebanho, compartilhamento do pasto com outras espécies de animais,
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conhecimento do produtor sobre o parasito e nivel de tecnificacdo do sistema de

producao.

2.1.7 Analise dos dados

Foi realizada uma analise descritiva dos dados, apresentando a ocorréncia de F.
hepatica nos municipios de Pedro Leopoldo e Sdo José da Lapa e a caracterizacdo das
propriedades estudadas.

Em seguida, as possiveis relacdes entre a variavel dependente e as variaveis
independentes foram examinadas por meio de analises uni variadas usando o teste Qui-
quadrado de Pearson. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em 5% (p<0,05).
Para avaliar a forca de associagdo entre os fatores associados a transmissdo e ocorréncia
da infeccdo por F. hepatica nos animais estudados, estimou-se a Odds Ratio (OR) para
as variaveis independentes.

Realizou-se regressao logistica uni variada, para avaliar a existéncia de associacao
entre a variavel dependente e as varidveis independentes consideradas no estudo. Para
cada uma das varidveis de interesse ajustou-se um modelo logistico onde todas as
variaveis independentes com significancia inferior a 0,20 (p<0,20) nos modelos uni
variados foram selecionadas para incluséo no modelo multivariado. Depois de
selecionadas, as variaveis independentes foram incluidas uma a uma no modelo,
realizando o processo passo a passo, sendo testada a entrada de cada uma delas em relacao
ao valor de “p” do modelo ¢ das variaveis. Assim, somente as variaveis com o nivel de
significancia estabelecido para o valor de “p” < 0,05 permaneceram no modelo.

Aquelas variaveis que apresentaram percentuais de 100% de casos confirmados nédo
foram utilizadas no modelo por ndo permitir estimar a forca de associacdo. Essas foram
utilizadas apenas na parte descritiva do trabalho.

O ajuste global do modelo final foi verificado através do teste de
HosmerLemeshow, sendo considerado adequado o modelo se o valor de “p” do teste for
maior que 0,05. Os dados foram analisados, utilizando-se o programa “Statistical Package
for Social Science” — SPSS versdo 15.0 e 0 pacote estatistico Statistical Software for
Professional (STATA) versao 12.0
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2.2 Avaliacao da viabilidade dos ovos e miracidios

Depois de contados, os ovos foram transferidos para placas de petri com agua
desclorada e mantidos em estufa a 27°C para incubagdo por um periodo de 8 - 14 dias
para desenvolvimento e formacdo dos miracidios. Apos o oitavo dia as placas contendo
ovos com miracidios formados foram colocadas, diariamente, sob foco de luz (60W) a
uma distancia de 50 cm, por um periodo de uma hora, para estimular a eclosao destes.

Os miracidios eclodidos foram recolhidos com o auxilio de uma pipeta capilar e
utilizados na infeccdo dos moluscos L. columella criados no laboratério. A infeccao foi
realizada utilizando-se placas de cultura de 24 pocos (Kartel S.P.A). Os moluscos, com
tamanho entre 4 e 6 mm, foram individualmente colocados nos pogos contendo 2 ml de
agua desclorada e dois miracidios. Assim foram mantidos nas placas de cultura por um
periodo de 24 horas sob foco de luz de 60 W a uma distancia de 50 cm. Em seguida foram
transferidos para cubas de plastico, medindo 30x20 cm, com 1 litro de dgua desclorada e
folhas de alface para alimentacdo. As cubas foram limpas e 0s caramujos alimentados
semanalmente. Aos cinquenta dias apos a infec¢do, os moluscos foram retirados das cubas
e colocados individualmente em placas de petri. As placas onde foram colocados os
caramujos, foram forradas com filme pléstico (Parafilm®, Laboratory Film — American
National Can™) para facilitar o encistamento e a recuperagdo das metacercarias. As
placas foram expostas a um foco de luz de 60 W a uma distancia de 50 cm por 5 horas
por dia para estimular a eliminacdo de cercarias.

Ao emergir do caramujo, as cercarias nadam ativamente e perdem sua cauda,
encistando nas laterais e fundo da placa de petri, ou mesmo sob a concha do molusco. As
metacercarias, foram entdo coletadas com auxilio de pipeta de Pasteur, quantificadas e

armazenadas em tubos falcon de 15 ml com agua desclorada em geladeira a 4°C.

2.3 Coleta de Lymnaea spp. e avaliacdo da infeccdo natural por Fasciola

hepatica

Nas propriedades onde foram coletadas amostras fecais de bovinos e bubalinos,
foram realizadas buscas e coletas de Lymnaea spp.. Ao longo das colec¢des de agua foram
realizadas conchadas utilizando-se uma peneira formada por malha de aco com 1 mm de
largura e didmetro de 35 cm. Também foi realizada uma busca manual pelos moluscos

em plantas aquaticas quando presentes e no bebedouro.
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Os moluscos coletados foram acondicionados em potes plasticos com agua do
proprio local de coleta e transportados ao Laboratério de Helmintologia Veterinaria do
ICB/UFMG. Apés triagem, dois a trés exemplares dos moluscos de cada propriedade
foram enviados ao Laboratério de Helmintologia e Malacologia Médica, Fundacgéo
Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisa René Rachou, Belo Horizonte — MG para identificagcdo
da espécie (ANEXO 2).

Para avaliar a infeccdo natural por trematédeos, os moluscos foram comprimidos
individualmente em placa de petri, com bastdo de vidro, os fragmentos de concha
retirados e as partes moles dos moluscos dissecados com auxilio de estilete para verificar

a presenca de estégios larvais de F. hepatica.

3. Resultados

3.1 Prevaléncia de Fasciola hepatica e fatores associados a infec¢do

3.1.1 Prevaléncia de Fasciola hepatica nos municipios de Pedro Leopoldo e

Séo José da Lapa

Foram visitadas nos dois municipios, 65 propriedades rurais nas quais haviam
criacdo de bovinos e bubalinos. Nessas propriedades foram coletadas um total de 3.440
amostras, sendo 3.366 de bovinos e 74 de bubalinos.

No municipio de Pedro Leopoldo, foram visitadas 50 propriedades onde foram
coletadas 2.689 amostras de fezes de bovinos e 55 amostras de fezes de bubalinos.

Constatou-se 83 bovinos e 2 bubalinos infectados, 3,1% e 3,6% de positividade
respectivamente nos animais estudados. A porcentagem de animais positivos nas
propriedades variou de 0 a 54,5% entre os bovinos e de 3,4 a 3,8% entre os bubalinos
(TABELA 1).
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TABELA 1 - Numero total de amostras de fezes coletadas de bovinos e bubalinos nas
propriedades visitadas no municipio de Pedro Leopoldo, MG, nimero de amostras
positivas para ovos de Fasciola hepatica e porcentagem de positividade em cada

propriedade.
. Espécie  Total de amostras Total de amostras %o de animais
Propriedade - o
amostrada coletadas positivas positivos
1 Bovino 48 3 6,3%
Bubalino 26 1 3,8%

3 Bovino 7 2 28,6%

5 Bovino 24 10 41,7%

7 Bubalino 29 1 3,4%

9 Bovino 30 0 0,0%

11 Bovino 99 0 0,0%

13 Bovino 111 0 0,0%

15 Bovino 37 5 13,5%

17 Bovino 52 3 5,8%

19 Bovino 41 2 4,9%

21 Bovino 105 0 0,0%

23 Bovino 35 0 0,0%

25 Bovino 69 1 1,4%

27 Bovino 18 0 0,0%

29 Bovino 79 0 0,0%

31 Bovino 87 0 0,0%

33 Bovino 18 0 0,0%
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35 Bovino 20 0 0,0%

37 Bovino 29 1 3,4%

39 Bovino 49 2 4.1%

41 Bovino 52 0 0,0%

43 Bovino 41 0 0,0%

45 Bovino 34 0 0,0%

47 Bovino 27 0 0,0%

49 Bovino 35 0 0,0%

Com base nos dados georreferenciados obtidos com o GPS, foram elaborados
mapas com o objetivo de fornecer uma melhor visualizagdo da distribuicdo das
propriedades pesquisadas no municipio de Pedro Leopoldo (FIGURAS 2 e 3).
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FIGURA 2 - Mapa de dados georreferenciados mostrando a localizacdo das propriedades
rurais onde foram realizadas buscas por bovinos e bubalinos naturalmente infectados por
Fasciola hepatica no municipio de Pedro Leopoldo, MG.

Legenda: OPropriedades rurais visitadas
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FIGURA 3 - Mapa de dados georreferenciados evidenciando propriedades rurais com
bovinos e bubalinos positivos e negativos ao exame coproparasitolégico para Fasciola
hepatica, no municipio de Pedro Leopoldo, MG.

Legenda: @ Propriedades positivas

@® Propriedades negativas
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No municipio de S&o José da Lapa, foram visitadas 15 propriedades onde foram

coletadas 677 amostras de fezes de bovinos e 19 amostras de fezes de bubalinos.

Constatou-se que 35 bovinos e 19 bubalinos estavam infectados, 5,2% e 100% de

positividade respectivamente nos animais estudados. A porcentagem de animais positivos

nas propriedades variou de 0,0% a 20,0% entre os bovinos e foi de 100% nos bubalinos

(TABELA 2).

TABELA 2 - NUmero total de amostras de fezes coletadas de bovinos e bubalinos nas

propriedades visitadas no municipio de Sdo José da Lapa, MG, nimero de amostras

positivas para ovos de Fasciola hepatica e porcentagem de positividade em cada

propriedade.
. Espécie  Total de amostras Total de amostras %o de animais
Propriedade - .
amostrada coletadas positivas positivos
L Bovino 30 3 10,0%
Bubalino 19 19 100,0%
2 Bovino 64 1 1,6%
3 Bovino 70 5 4,1%
4 Bovino 10 2 20,0%
5 Bovino 57 4 15,8%
6 Bovino 19 3 15,8%
7 Bovino 37 0 0,0%
8 Bovino 20 2 10,0%
9 Bovino 47 0 0,0%
10 Bovino 98 0 0,0%
11 Bovino 67 6 8,9%
12 Bovino 49 2 4,1%
13 Bovino 20 0 0,0%
14 Bovino 39 0 0,0%
15 Bovino 50 0 0,0%

Com base nos dados georreferenciados obtidos com o GPS, foi elaborado um

mapa com o objetivo de fornecer uma melhor visualizacdo da distribuicdo das

propriedades pesquisadas no municipio de S&o José da Lapa (FIGURAS 4 e 5).

79



Oele)Ldgods

CapimiBranco

*Matozinhos

Pedro Lleopoldo
Confins flagoalSanta

‘Andiroba
Sdo José da Lapa

(\Vespaaano

@ ~
S REILE . A6 .OOSIC earth

FIGURA 4 - Mapa de dados georreferenciados mostrando a localizagcéo das propriedades
rurais onde foram realizadas buscas por bovinos e bubalinos naturalmente infectados por
Fasciola hepatica no municipio de Sao José da Lapa, MG.

Legenda: O Propriedades rurais visitadas
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FIGURA 5 - Mapa de dados georreferenciados evidenciando propriedades rurais com
bovinos e bubalinos positivos e negativos ao exame coproparasitolégico para Fasciola
hepatica, no municipio de Sdo José da Lapa, MG.
Legenda: @ Propriedades positivas

@ Propriedades negativas
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Em relacdo a ocorréncia de animais positivos ao exame para pesquisa de ovos de F.
hepatica, pode-se constatar que no municipio de Pedro Leopoldo das 50 propriedades
estudadas, 20 apresentaram pelo menos um bovino ou bubalino infectado, representando
uma positividade de 40,0%. No municipio de Sdo José da Lapa, em 15 propriedades, 9
apresentaram pelo menos um bovino ou bubalino infectado, representando uma
positividade de 60,0%.

Ao considerar o total de propriedades inseridas em todo o estudo (65), a
ocorréncia de F. hepatica foi de 44,6%. Entretanto ndo houve diferenca significativa da

ocorréncia entre os dois municipios (p=0.172) (GRAFICO 1).

100+

80+

40-

20+

% de propriedades positivas

GRAFICO 1 - Porcentagem de propriedades rurais positivas para Fasciola hepatica nos
municipios de Pedro Leopoldo (n=50), Sdo José da Lapa (n=15) e a porcentagem total da

area estudada (n=65).
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3.1.2 Caracterizacao das propriedades estudadas

Em cada uma das propriedades, foram colhidos dados de identificacdo e
caracterizacdo por meio de questionario (ANEXO 1) direcionado aos proprietarios ou
responsaveis e por meio de observacéo direta.

Com base nas respostas obtidas, foi observado que em 43 (66,2%) das 65
propriedades inseridas no estudo, a composicdo dos rebanhos € formada a partir de
animais de origem propria e de animais comprados no municipio; em 14 (21,5%) sédo com
bovinos de origem propria e adquiridos no municipio e em municipios proximos e em 8
(12,3%) sdo somente de animais de origem propria.

Em relagéo a raca de animais criados, 1 (1,5%) propriedade cria apenas gado Jersey,
3 (4,6%) criam apenas gado Gir e 61 (93,9%) criam gado mestico.

Sobre o tipo de exploracdo pecuaria praticada, em 48 (73,8%) propriedades o
principal tipo é a producdo de leite, e em 17 (26,2%) é do tipo mista, voltada para
producdo de leite e carne.

Em relacdo ao sistema de producéo, 45 (69,2%) produtores optam pelo sistema de
pastagem, 20 (30,8%) optam pelo sistema de semi confinamento.

De acordo com a ocorréncia de pastagens em areas alagadas, 57 (87,7%)
propriedades ndo possuem pastagens com areas alagadas, 6 (9,2%) apresentam pastagens
em areas alagadas com drenagem e 2 (3,1%) apresentam pastagens com areas alagadas
sem drenagem.

Sobre o destino que os produtores ddo as fezes, em 34 (52,3%) propriedades, as
fezes sdo utilizadas em esterqueiras, na pastagem e em capineira, em 20 (30,8%) séo
utilizadas em estergueiras e na pastagem e em 11 (16,9%) as fezes sdo utilizadas apenas
na pastagem.

Em relacdo a origem da agua oferecida aos animais, em 27 (41,5%) propriedades a
agua € obtida em pocos artesianos, em 21 (32,3%) propriedades os animais bebem em
lagoas marginais aos ribeir6es ou acudes presentes nas propriedades, em 9 (13,8%) bebem
diretamente do Ribeirdo do Urubu, em 4 (6,2%) os animais bebem &gua diretamente do
Ribeirdo das Neves e também em 4 (6,2%) os animais bebem diretamente do Ribeirdo da
Mata.

Outro fator importante considerado de risco a dispersdo de F. hepatica € o

compartilhamento do pasto por varias espécies animais. Em 37 (56,9%) propriedades 0s
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bovinos e bubalinos ndo compartilham o pasto com outras espécies e em 28 (43,1%)
existe esse compartilhamento principalmente com equinos.

Constatou-se que 61,5% (40) dos proprietarios ndo tinham conhecimento prévio
sobre F. hepatica, mediante a apresentacdo de foto, e 38,5% (25) dizem conhecer o
parasito.

Com base nos dados obtidos através de observacdo direta, as propriedades foram
classificadas em relagdo ao nivel de tecnificacdo. Sendo 2 (3,1%) consideradas de nivel
alto, 58 (89,2%) de nivel médio e 5 (7,7%) de nivel baixo.

Ainda com base nos dados obtidos por meio de observacao direta, a distancia das
pastagens (em metros) da fonte natural de &gua presente nas propriedades foi mensurada.
Em 27 (41,5%) propriedades as pastagens ficam a menos de 50 metros da fonte de agua,
em 12 (18,5%) ficam entre 50 e 150 metros de distancia e em 26 (40,0%) ndo existe uma
fonte de dgua natural ou essa fica a mais de 150 metros de distancia das pastagens.

Também foi observado o tipo de relevo das pastagens, sendo divididos em plano,
38 (58,5%) propriedades, e plano/montanhoso, 27 (41,5%) propriedades.

3.1.3 Variaveis relacionadas ao meio ambiente e a infeccdo por Fasciola

hepatica

Dentre os fatores que contribuem para a infec¢do de F. hepatica e manutencdo do
ciclo biolégico do parasito no ambiente, pode-se citar alguns fatores relacionados as
caracteristicas ambientais nas propriedades, como clima, topografia, presenca de fonte
natural de &gua, presenca de hospedeiros vertebrados e invertebrados susceptiveis a
infeccdo.

No presente trabalho, a associacao entre as variaveis ambientais e a infeccao por F.
hepatica, quando avaliadas separadamente, mostrou que apenas a topografia do terreno
(plano ou montanhoso) ndo se associou significativamente a infeccdo pela F. hepatica
nas propriedades estudadas (TABELA 3).

As demais variaveis tiveram associacao positiva, ou seja, nas propriedades que
possuem area de pasto alagadas, onde a origem da agua oferecida aos animais é
proveniente de ribeirdes, lagoas ou agudes, onde essa fonte de 4gua fica a menos de 50
metros das pastagens e onde ha a presenca de moluscos Lymnaea, a infec¢éo pelo parasito
foi maior quando comparada aquelas propriedades que ndo apresentam essas

caracteristicas.

83



TABELA 3 - Infeccdo por Fasciola hepatica nos animais das propriedades rurais dos

municipios de Pedro Leopoldo e S&o José da Lapa, MG, segundo variaveis relacionadas

a fatores ambientais observados

Variaveis Num_ero de Infecgdo Valor p
propriedades

Simn (%) N&o n (%)
Areas de pastagem 0.001
Area n3o alagada 57 21 (36,8%) 36 (63,2%)
Area alagada 6 8 (100,0%) 0 (0%)
Distancia das pastagens até a fonte
de 4gua natural presente 0.000
< 50 metros 27 23 (85,2%) 4 (14,8%)
> 50 metros 38 6 (15,8%) 32 (84,2%)
Topografia 0.123
Relevo plano 38 20 (52,6%) 18 (47,4%)
Relevo plano / montanhoso 27 9 (33,3%) 18 (66,7%)
Presenca de Lymnaea spp. 0.000
Sim 32 28 (87,5%) 4 (12,5%)
Néao 33 1 (3%) 32 (97%)
Origem da &gua oferecida aos
animais 0.000
Ribeirdo, lagoa ou agude 38 28 (73,7%) 10 (26,3%)
Poco artesiano 27 1(3,7%) 26 (96,3%)
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3.1.4 Variaveis relacionadas ao manejo do rebanho e a infeccdo por Fasciola

hepatica

A ocorréncia e prevaléncia da F. hepatica também esta diretamente associada a
fatores antrdpicos, relacionados com tipo de manejo dos rebanhos, compartilhamento do
pasto com outras espécies animais, comercializacdo de animais contaminados para areas
livres de infecgdo, destino que é dado as fezes dos animais infectados e a falta de
conhecimento sobre o parasito por parte dos produtores.

Em nosso trabalho, a associa¢do entre as variaveis relacionadas ao manejo do
rebanho e a infeccdo por F. hepatica, mostrou que apenas o destino que é dado as fezes
dos animais e o0 conhecimento dos produtores sobre o parasito associou-se

significativamente a infeccdo pelo parasito nas propriedades estudadas (TABELA 4).
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TABELA 4 - Infeccdo por Fasciola hepatica no animais das propriedades rurais dos

municipios de Pedro Leopoldo e S&o José da Lapa, MG, segundo variaveis relacionadas

ao manejo dos rebanhos.

Variaveis N“”.‘e“’. de Infecgdo Valor p
animais

Simn (%) N&o n (%)
Origem dos animais 0.739
Origem na propriedade 8 4 (50%) 4 (50%)
Origem na propriedade e compra no
mur?icipio P P 43 20 (46,5%) 23 (53,5%)
Origem na propriedade, municipio e
out?os mun?cippi)os P 14 5 (35,7%) 9 (64,3%)
Tipo de exploracéo 0.316
Leite S0 24 (48%) 26 (52%)
Misto 15 5 (33,3%) 10 (66,7%)
Sistema de producéo 0.238
Pastagem 42 21 (50%) 21 (50%)
Pastagem e confinamento 23 15 (65,2%) 8 (34,8%)
Destino das fezes 0.000
Pastagem 11 11 (100%) 0 (0%)
Esterqueira e pastagem 20 7 (35%) 13 (65%)
Esterqueira, capineira e pastagem 34 11 (32,4%) 23 (67,6%)
Compartilhqmento do pasto com 0.206
outras espécies
Sim 28 15 (563,6%) 13 (46,4%)
Né&o 37 14 (37,8%) 23 (62,2%)
Conh_ecimento sobre Fasciola 0.000
hepatica
Sim 25 22 (88%) 3 (12%)
Néao 40 7 (17,5%) 33 (82,5%)
Nivel d? tecnificacdo do sistema de 0967
producgdo
Alto 2 1 (50%) 1 (50%)
Médio 58 26 (44,8%) 32 (55,2%)
Baixo S 2 (40%) 3 (60%)
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3.1.5 Analise dos fatores associados a infeccdo por Fasciola hepatica

3.1.5.1 Anélise uni variada

Em relacdo as variaveis relacionadas ao meio ambiente, os dados mostraram que as
propriedades onde a distancia das pastagens até a fonte de agua natural presente era menor
que 50 metros apresentaram maiores taxas de infeccdo pelo parasito (85,2%) quando
comparado aquelas com distancia superior a 50 metros e esta diferenca foi
estatisticamente significativa (OR 30.667; p=0.000). Outro fator que contribuiu para o
aumento da infeccdo por F. hepatica foi a presenca de Lymnaea spp.. Nas propriedades
onde foram identificados esses moluscos foi observada uma maior taxa de infecgéo
(87,5%) (OR 224.000; p = 0.000).

Além desses fatores, a origem da agua oferecida aos animais, também apresentou
uma associacdo significativa com a infeccdo pela F. hepatica nas propriedades, ou seja,
aqueles animais que utilizam &gua potencialmente ndo segura para beber tais como:
ribeirdo, lagoa ou acude apresentaram uma maior taxa de infeccdo comparada aqueles
que utilizam o pogo artesiano com fonte de agua (73,7%) (OR 72.800; p=0.000)
(TABELA5). N&o foi observado associacao significativa entre a topografia das pastagens

e a infeccdo pela F. hepatica.
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TABELA 5 - Odds Ratio (OR) e valor de p dos fatores ambientais em relagéo a infecgédo

pela Fasciola hepatica nos animais das propriedades rurais dos municipios de Pedro

Leopoldo e Séo José da Lapa, Minas Gerias.

Variaveis

Infeccdo n (%) OR Valorp

Distancia das pastagens até a fonte de agua
natural presente

< 50 metros

> 50 metros

Topografia das pastagens
Relevo plano

Relevo plano / montanhoso
Presenca de Lymnaea spp.
Sim

Né&o

Origem da agua

Ribeirdo, lagoa ou agude
Poco artesiano

Positivo Negativo

30.667  0.000
23 (85,2%) 4 (14,8%)
6(15,8%) 32 (84,2%)
2222 0.126
20 (52,6%) 18 (47,4%)
9(33,3%) 18 (66,7%)
224.000  0.000
28 (87,5%) 4 (12,5%)
1 (3%) 32 (97%)
72.800  0.000
28 (73,7%) 10 (26,3%)
1(3,7%) 26 (96,3%)
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Em relacdo as variaveis relacionadas com o manejo do rebanho, foi observado que

apenas a variavel “Conhecimento sobre F. hepatica” associou-se a infec¢do ao parasito

(OR 34.571; p=0.000).

Ao analisarmos a origem dos animais do rebanho, tipo de exploracdo pecuaria,

sistema de producdo da propriedade, o compartilhamento da pastagem com outras

espécies animais e o nivel de tecnificacdo da producéo, ndo foram observadas associagdes

significativas dessas variaveis na infecgdo pela F. hepatica (TABELA 6).

TABELA 6 - Odds Ratio (OR) e valor de p das caracteristicas de manejo do rebanho em

relacdo a infeccdo pela Fasciola hepatica nos animais das propriedades rurais dos

municipios de Pedro Leopoldo e Séo José da Lapa, Minas Gerias.

Variaveis Infeccdo n (%) OR Valor p

Simn (%) Né&on (%)

Origem dos animais 1.800 0.741

Origem na propriedade 4 (50%) 4 (50%)

gggiecr}wprj propriedade e compra no 20 (465%) 23 (53.5%)

Orlg_erp na propriedade, municipio e outros 5(35,7%) 9 (64.3%)

municipios

Tipo de exploracéo 0.542 0.320

Leite 24 (48%) 26 (52%)

Misto 5(33,3%) 10 (66,7%)

Sistema de producéo 0.533 0.241

Pastagem 21 (50%) 21 (50%)

Pastagem e confinamento 15 (65,2%) 8 (34,8%)

Compartilhamento de pastagem com outras espécies 1.896 0.208

Sim 15 (53,6%) 13 (46,4%)

Né&o 14 (37,8%) 23 (62,2%)

Conhecimento sobre Fasciola hepatica 34.571 0.000

Sim 22 (88%) 3 (12%)

Né&o 7(17,5%) 33 (82,5%)

Nivel de tecnificacéo do sistema de producao 1.500 0.967

Alto 1 (50%) 1 (50%)

Médio 26 (44,8%) 32 (55,2%)

Baixo 2 (40%) 3 (60%)
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3.1.5.2 Andlise multivariada

Com o objetivo de determinar o efeito independente da associacdo entre as
covariaveis que apresentaram um nivel de significancia de p < 0,20 e a infec¢édo pela F.
hepatica nas propriedades rurais nos municipios de Pedro Leopoldo e Séo José da Lapa,
foi realizada uma analise multivariada.

No modelo final de regresséo logistica binaria para infeccdo pela F. hepatica, foram
incluidas as variaveis: distancia da fonte de agua natural até as pastagens, topografia do
terreno, presenca do molusco, origem da agua oferecida aos animais, sistema de
producdo, compartilhamento do pasto e conhecimento sobre o parasito.

Ap6s o ajuste do modelo de regressao foi observado que as varidveis “distancia da
agua” e “origem da agua” associou-se com a infeccéo pela F. hepatica. Propriedades onde
a origem da agua oferecida aos animais era de ribeirGes, lagoas ou acude e que tinham
suas pastagens a menos de 50 metros de distancia da &gua apresentaram uma maior
chance de adquirir a infeccdo pela F. hepatica (OR 21,6; OR 6,9), respectivamente. Ja
aquelas propriedades onde a agua oferecida era de poco artesiano e suas pastagens
ficavam a mais de 50 metros de distancia da dgua apresentaram uma menor chance de
adquirir a doenga (TABELA 7).

TABELA 7 - Modelo final de regressdo logistica das varidveis independentes
pesquisadas em relacdo a infeccdo por Fasciola hepatica nos animais das propriedades

rurais nos municipios de Pedro Leopoldo e S&o José da Lapa, MG.

Variaveis OR IC (95%) Valor de p
Distancia da agua
< 50 metros 6.900  (1,404-33,919) 0,017
> 50 metros 1,00

Origem da 4gua
Ribeirdo, lagoa ou
acude 21.667 (2,122-221,203) 0,009
Poco artesiano 1,00
Nota: R?= 0,484 ; Teste Hosmer and Lemeshow: p =1,00
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3.2 Viabilidade dos ovos e miracidios obtidos

Os ovos recuperados das fezes de todos os bovinos e bubalinos naturalmente
infectados foram incubados, e ap6s o periodo de incubacéo (8 - 14 dias) foram observados

miracidios formados no interior dos ovos (FIGURA 6).

FIGURA 6 - A) Ovo de Fasciola hepatica recuperado das fezes de bovinos e bubalinos
naturalmente infectado (100X). B) Ovo de F. hepatica ap6s incubacdo, com miracidios

em seu interior (10X).

Em relacdo a viabilidade dos miracidios, no 50° dia pds infeccdo, 0s moluscos
foram transferidos individualmente para placas de petri e deixados sob foco de luz por 5
horas por dia para estimular a eliminacdo de cercarias. Aos 57° dpi foi observada a
primeira eliminacdo espontanea de cercérias. Essas se encistaram no filme plastico do
fundo e paredes das placas onde os caramujos se encontravam, nas folhas de alface

oferecidas como alimento e nas conchas dos proprios moluscos (FIGURAS 7 a 9).
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FIGURA 7 - Cercéarias de Fasciola hepatica que emergiram de Lymnaea columella

infectada com dois miracidios (40X).

FIGURA 8 - Metacercaria de Fasciola hepatica obtida de Lymnaea columella infectada
com dois miracidios (100X).
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FIGURA 9 - A) Metacercérias de Fasciola hepatica encistadas na concha de Lymnaea

columella (20X). B) Metacercarias de F. hepatica encistadas em folha de alface (10X).

3.3 Coleta de Lymnaea spp. e taxa de infeccdo natural por Fasciola hepatica

Nas 65 propriedades rurais pertencentes aos municipios de Pedro Leopoldo e Sao
José da Lapa foram realizadas as buscas por moluscos Lymnaea. Em 32 (49,2%)
propriedades foram observados moluscos, sendo que em 2, estes estavam presentes nos
bebedouros dos animais, em 14 nas margens de lagoas ou agudes dentro das propriedades
e em 16 nas margens dos Ribeiros da Mata, das Neves, Carrancas ou do Urubu. Foram

coletados um total de 778 exemplares conforme descrito na TABELA 8.
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TABELA 8 - Total de exemplares de Lymnaea spp. coletados nas propriedades rurais
estudadas nos municipios de Pedro Leopoldo (PL) e Séo José da Lapa (SJL), MG e local

onde os moluscos foram encontrados.

Propriedade Municipio Total de moluscos Local de coleta
coletados

2 PL 192 Bebedouro dos animais

4 PL 14 Ribeirdo das Neves

6 PL 0 -

8 PL 26 Lagoa marginal ao Ribeirdo das Neves

10 PL 0 -

12 PL 0 -

14 PL Lagoa marginal ao Ribeiréo das Neves

16 PL 25 Ribeirdo da Mata

18 PL 0 -

20 PL 19 Ribeirdo do Urubu

22 PL 7 Ribeirdo do Urubu

24 PL 6 Ribeirdo do Urubu

26 PL 5 Ribeirdo do Urubu

. 2rPL 6  RibeiriodoUrubu
28 PL 0 -

29 PL 0 -
30 PL 0 -

o3 PL 0
32 PL 0 -

34 PL 0 -

36 PL 26 Bebedouro dos animais
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38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

PL
PL
PL
PL
PL
PL
PL
PL
PL
PL
PL
PL
PL
SJL
SJL
SJL
SJL
SJL
SJL
SJL
SJL
SJL
SJL
SJL
SJL
SJL
SJL
SJL

w b
w oo

0 OO OO0 OO0 oo oo o

= = B 2NN
»OOO O VN AW

o O O

Lagoa marginal ao Ribeirdo da Mata
Lagoa marginal ao Ribeirdo da Mata

Lagoa marginal ao Ribeirdo Carrancas
Lagoa marginal ao Ribeirdo da Mata
Lagoa marginal ao Ribeiréo Carrancas
Lagoa marginal ao Ribeirdo Carrancas
Ribeirdo da Mata
Ribeirdo da Mata
Acude

Acude
Acude

Os exemplares enviados ao Laboratério de Helmintologia e Malacologia Médica,

Fundacdo Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisa René Rachou, Belo Horizonte — MG para

identificacdo da espécie, foram identificados como Lymnaea columella (ANEXO 2).

Apds a andlise parasitologica dos moluscos (n=669), para verificar a taxa de

infeccdo natural por F. hepatica, em apenas dois moluscos (0,3%) foram observadas

formas imaturas do parasito (rédias). As formas larvais encontradas foram identificadas

baseado em sua morfologia, de acordo com Andrews (1999) (FIGURA 10).
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FIGURA 10 - Rédia de Fasciola hepatica recuperada do Lymnaea columella
naturalmente infectado (100X).
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4. Discussao

No presente trabalho, realizado com rebanhos bovinos e bubalinos provenientes de
65 propriedades rurais, nos municipios de Pedro Leopoldo e So José da Lapa, MG,
observou-se uma prevaléncia de 44,6% de positividade nessas propriedades e a taxa de
positividade entre os bovinos variou de 0 a 54,9% e entre os bubalinos de 3,4 a 100,0%.

No municipio de Pedro Leopoldo, das 2.689 amostras analisadas de bovinos e das
55 de bubalinos, 83 (3,1%) e 2 (3,6%) foram positivas para ovos do parasito,
respectivamente. No municipio de Sao José da Lapa, das 677 amostras de bovinos e 19
de bubalinos, 35 (5,2%) e 19 (100%) foram positivas, respectivamente.

Ainda sdo poucos os estudos realizados no Brasil voltados para a epidemiologia,
dispersdo e prevaléncia da F. hepatica em seus hospedeiros invertebrados e vertebrados.
Embora seja conhecido que o parasito estd em expansao no territdrio brasileiro, a grande
parte dos trabalhos realizados sdo principalmente nos estados das regides Sul (Rio Grande
do Sul, Santa Catarina e Parand) e Sudeste (Sdo Paulo e Espirito Santo) do pais,
considerados enzodticos.

Também sdo escassos sdo os trabalhos realizados para diagnosticar e estimar a
prevaléncia de F. hepatica em rebanhos, por métodos coproldgicos, sendo mais comum
a realizacdo de trabalhos com base nos dados provenientes de abatedouros e de servicos
de inspecao.

Os inquéritos coproldgicos, quando voltados para rebanhos criados para a producao
de leite, sdo de grande importancia, pois proporcionam a real estimativa da prevaléncia
do parasito em animais que podem permanecer infectados por anos, uma vez que nédo sdo
criados para uma producéo rapida, como os animais para corte e abate, permanecendo
como fonte de contaminacdo constante para o ambiente e outros animais por longos
periodos.

O diagndstico laboratorial baseado na observacdo dos ovos do parasito nas fezes
dos animais é essencial para o registro da infeccdo e consequentemente contribui para um
controle adequado visando melhorar a producéo animal (Lima et al., 2009).

Em geral, os dados observados na literatura, diferentemente do observado nesse
trabalho, demonstram maiores taxas de prevaléncia entre os animais e maior nimero de
propriedades com a presenca do parasito tanto no estado de Minas Gerais (Faria et al.,
2005; Lima et al., 2009) quanto em outros estados das regides sudeste (Gomes et al.,
2002; Carneiro et al., 2010; Alves et al., 2011).
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As elevadas taxas de infeccdo observadas por esses autores podem estar associadas
ao fato dos trabalhos terem sido realizados em regiGes j& conhecidas e consideradas como
enzodticas para o parasito.

Apesar de Minas Gerais apresentar baixas taxas da infeccdo em seus rebanhos,
municipios, como Pedro Leopoldo e Sdo José da Lapa, incluidos nesse levantamento,
apresentam caracteristicas ambientais, climaticas e hidrogréficas propicias a manutencéao
e ocorréncia do ciclo de F. hepatica. Fatores antrdpicos relacionados ao comercio
indiscriminado de sem um adequado controle sanitario e o tipo de manejo do rebanho,
também sdo caracteristicas associadas a epidemiologia da fasciolose, e sdo observadas na
regido estudada.

Fato, que segundo diversos autores, facilita a dispersdo do parasito no estado,
podendo vir a se tornar uma regido enzootica dessa parasitose (Gomes et al., 2002; Faria
et al., 2005; Lima et al., 2009; Bellato et al., 2009; Carneiro et al., 2010; Alves et al.,
2011; Dracz & Lima, 2014).

ApoGs a primeira anélise das variaveis relacionadas ao ambiente e a0 manejo do
rebanho, para verificar as possiveis relacdes entre essas variaveis e a presenca da infeccéo,
foi constatado que nas propriedades que possuem area de pasto alagadas, onde a origem
da &gua oferecida aos animais € proveniente de ribeirdes, lagoas ou acgudes, € a fonte de
agua fica a menos de 50 metros das pastagens e ha a presenca de Lymnaea, a infeccéo foi
maior quando comparada aquelas propriedades que ndo apresentam essas caracteristicas.
E para a nossa area de estudo, a variavel relacionada a topografia do terreno nao
apresentou associacdo com a ocorréncia de infeccao.

A associacao dessas caracteristicas com a ocorréncia da fasciolose corroboram com
a observacdo realizada por outros autores também na regido sudeste do pais (Gomes et
al., 2002; Faria et al., 2005; Lima et al., 2009; Alves et al., 2011).

Ap0s a segunda analise, para analisar a forca de associagdo dessas variaveis com a
presenca da infeccdo, foi constatado que em relacdo as varidveis relacionadas ao meio
ambiente, as propriedades onde a distancia das pastagens até a fonte de agua natural era
menor que 50 metros, onde foi constatada a presenga de Lymnaea e onde a origem da
agua oferecida aos animais era de ribeirdes, lagoas ou agudes, apresentaram maiores taxas
de infeccéo (85,2%, 87,5%, e 73,7%, respectivamente).

Em relacdo as variaveis relacionadas ao manejo, apenas as propriedades em que 0s
produtores diziam ter conhecimento pelo parasito, houve maiores taxas de infeccéo

(88%), fato que ndo corrobora com os dados de Faria et al. (2005 e Lima et al. (2009).
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Também é interessante ressaltar que apesar de nao ter sido possivel estabelecer uma
forca de associagdo entre as variaveis que diziam respeito as areas de pastagem e o destino
final dados as fezes, é sabido que a presenca de areas alagadas e de ovos nas pastagens
sdo considerados fatores biologicos importantes e de risco para a disseminacdo da
fasciolose, pois promovem um ambiente favoravel ao desenvolvimento do molusco e da
manutencdo do ciclo do parasito (Alves et al., 2011; Carneiro et al., 2013).

Dentro desse contexto, quando as variaveis relacionadas ao meio ambiente e ao
manejo do rebanho foram avaliadas em conjunto no modelo multivariado, apenas a
distancia da agua e a origem da mesma apresentaram associagdo entre si e a ocorréncia
da infeccdo em nossa regido de estudo. Ou seja, ndo apenas a presenca de uma fonte de
agua préximo as pastagens é considerado um fator associado a ocorréncia da infeccao,
mas também que essa fonte de dgua seja de origem em ribeirGes, lagoas ou agudes.

Pesquisas visando estabelecer a associacdo de fatores e caracteristicas ja descritas
na regido sudeste como importantes para a fasciolose, foram realizados, principalmente
no estado do Espirito Santo (Alves et al., 2011; Carneiro et al., 2013; Martins et al., 2014).

Tanto quanto, ou ainda mais escassos, sdo os trabalhos realizados voltados para a
prevaléncia de F. hepatica em seus hospedeiros intermediarios, moluscos limneideos
nessa regiao.

Estes moluscos apresentam grande capacidade de colonizar novos habitats quando
introduzidas naturalmente ou artificialmente no ambiente, e a presenca do hospedeiro
intermediario em propriedades rurais onde ocorre a criagdo de bovinos, bubalinos e outras
espécies de vertebrados susceptiveis a infec¢do por F. hepatica, é um fator indispensavel
para o estabelecimento e manutencdo do ciclo biolégico do parasito (Medeiros et al.,
2014). Além de fazer com que seu controle se torne grandemente dificultado, ja que
dentre as medidas preconizadas, inclui-se o controle dos moluscos (Aradjo et a., 1995).

Em nosso trabalho, foi observado que dentre as 65 propriedades estudadas, em 32
(49,2%), havia a presenca de moluscos Lymnaea columella.

Dos 669 moluscos que foram coletados e dissecados para a procura de estagios
larvais de F. hepatica, em apenas 2 (0,3%), foram observadas rédias e cercarias. Esse
dado ressalta que a prevaléncia de hospedeiros intermediarios naturalmente infectados é
muito baixa na regido estudada, o que corrobora com os achados de outros autores,
mesmo que realizados em outras regides e estados da regido sul e sudeste (Ueta, 1980b;
Silva et al., 1995; Coelho & Lima, 2003; Lima et al., 2009; Martins et al., 2014).
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Deve-se ressaltar, que mesmo com a pequena porcentagem de moluscos
encontrados naturalmente infectados, tanto nesse trabalho quanto em outros descritos na
literatura, muitos autores descrevem que a presenca do molusco associada a uma grande
bacia hidrogréafica na regido de estudo, € um importante fator na dispersdo do parasito
para outras regides e subsequentemente, no aumento do nimero de vertebrados infectados
(Lima et al., 2009; Alves et al., 2011; Carneiro et al., 2013).

Fato que pode ser observado nos dois municipios estudados. A principal fonte de
agua em grande parte das propriedades € proveniente da mesma bacia hidrografica, a
bacia do Rio das Velhas, e de seus afluentes, principalmente os Ribeir6es da Mata e das
Neves. Grande parte das propriedades positivas para a infec¢do por F. hepatica estdo
localizadas proximas a esses ribeirdes, que atravessam para outros municipios e podem
servir como fonte de disseminacdo para outras localidades.

Além de se estudar a taxa de infeccao natural dos hospedeiros invertebrados in loco,
o0 estudo da biologia e da susceptibilidade das espécies de limneideos ao parasito também
é importante para melhor entendimento da epidemiologia da fasciolose.

Apesar da pequena taxa de infec¢do natural observada nos moluscos provenientes
de Pedro Leopoldo e de Séo José da Lapa, a susceptibilidades desses foi testada em
laboratério, pela infeccdo de miracidios provenientes de ovos recuperados de bovinos e
bubalinos também desses municipios. Foi observado que os miracidios eclodiram dos
ovos entre 12 e 14 dias de incubacao, e que apds a infec¢do dos moluscos, cercarias foram
eliminadas espontaneamente aos 57° dias. Esses dados corroboram com outros autores
que também avaliaram a participacdo e potencial de L. columella como hospedeiro
intermediério no ciclo da F. hepatica, a partir de infecces experimentais (Ueta, 1980a;
Dacal et al., 1988; Mendes, 2006; Coelho et al., 2008; Coelho et al., 2009).

Dessa forma, ressalta-se que a presenca de F. hepatica, em regides onde a pecuaria
constitui uma das principais atividades econdmicas, deve merecer atengdo especial,
levando se em conta as perdas que sofrem os animais e 0s produtores. E o estudo dos
fatores ambientais e antropicos relacionados a ocorréncia e prevaléncia do parasito na
regido, bem como o estudo dos hospedeiros intermediarios infectados, sdo de grande
importancia para se conhecer a distribuigdo do parasito e estabelecer medidas de controle

e de profilaxia.
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6. Anexos
ANEXO 1 - Questionéario aplicado aos proprietarios ou responsaveis pelas propriedades

rurais visitadas no municipio de Pedro Leopoldo e Sdo José da Lapa, Minas Gerais,

durante levantamento epidemiolégico em bovinos e bubalinos
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Questionario para o produtor/responsavel

Identificagao

Propriedade:

Proprietario / Responsavel:

Localidade / Bairro:

Categoria animal amostrada:

Raca:

Numero de amostras coletadas:

Ponto GPS:

Data:

Entrevista objetiva

Qual a origem dos animais do rebanho:

) Origem na propriedade | (

Compra no municipio

(

) Compra em outros municipios

Qual o tipo de exploracdo pecuaria:

) Leite

Misto

Qual o tipo de sistema de producdo:

) Pastagem

Confinamento e Pastagem

) Confinamento

Onde se encontram as areas de pastagem:

) Areas n3o alagadas

) Areas alagadas sem drenagem

(
(
(
(

_f~ e~ |~ | |~ |

)
)
)
) Areas alagadas com drenagem
)
|
)
)

Destino final das fezes do curral de manejo: )Esterqueira Capineira () Pastagem
Qual a origem da agua oferecida aos animais: ) Ribeirdo / Lagoa / Acude. Qual? ‘ ( )Poco
Outros animais compartilham o pasto: ) Ndo ( )Sim:Qual?
Conhecimento de Fasciola hepatica: JNdo ( )Sim
Observagao direta
Nivel de tecnificagdo do sistema de produgao: ( )Alto ‘ () Médio () Baixo
Distancia das pastagens até a fonte de agua natural presente: |( ) <50 metro () >50metros ou inexistente
Tipo de topografia das pastagens: () Relevo plano () Relevo plano / montanhoso
Presenca de moluscos Lymnaea: ( )Sim ‘ () Nao

Local de coleta:
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ANEXO 2 — Relatorio de ensaios — Resultado da identificagdo de moluscos do género
Lymnaea enviados ao Laboratorio de Helmintologia e Malacologia Médica da Fundacgao
Oswaldo Cruz Centro de Pesquisa René Rachou, MG.
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L PR is¥ Ministério da Satde
‘I l i l || ]L Fundacdo Oswaldo Cruz
- Lo

[ Centro de Pesquisa René Rachou
i
|

Laboratério de Helmintologia e Malacologia Médi
l referenciamoluscos @cpqrr.fiocruz.br CPgRR/FIOCRUZ
<

Fo 4

Namero do Laudo: 211-13

Relatério de e
nsaios Recebimento da amostra: 15/10/13

Solicitante: Ruth Massote Dracz
Endereco: Universidade Federal de Minas Gerais; Av. Antdnio Carlos, 6627. Laboratério de Helmintologia

Veterinaria. ICB/ Bloco E4. Sala 163. Bairro: Pampulha CEP:----
Municipio/Estado: Belo Horizonte-MG
Tel/Fax: 8571-7824 / 9198-0327 > Email: rutinhamd@yahoo.com.br

)

Origem da(s) Amostra(s)

Municipio/Estado: Sdo José da Lapa / MG. Coletor: Ruth Massote Dracz
Data da coleta: 22/08/13 -

Local da coleta:

Ponto 1: Rodovia Mg 424 S/n Km 16. (codigo 01/0)

Ponto 2: Rodovia Mg 424 S/n Km 16. (codigo 02/0)

(- ) Moluscos terrestres  (X) Moluscos limnicos (X ) Material vivo (-) Material fixado

Exame parasitologico
Ponto de | Kdentificacio taxondmica do

coleta molusco N° de moluscos | N° de moluscos Agente etiolégico
examinados positivos
5 Lymnaea columela
(Pseudosuccinea columela)
) [.yrhnaea columela
(Pseudosuccinea columela)
Observagdes: —

Metodologia: Identificacio morfolégica (Carvalho OS, Passos LKJ, Mendonga CLGF, Cardoso PCM,
Caldeira RL 2008. Moluscos Brasileiros de Importincia Médica. Belo Horizonte, Fiocruz/Centro de
Pesquisas René Rachou, 86p.)

- Este laudo somente podera ser reproduzido em sua forma integral.

- O presente laudo é vélido apenas para a(s) amostra(s) descrita(s) acima, ndo sendo extensivo a quaisquer outras
amostras.

- A analise da(s) amostra(s) foi realizada nas dependéncias do Centro de Pesquisa René Rachou.

Belo Horizonte, 27/11/13

LHMM SR-07 Anexo A Rev13 Pagina 1 de 1

Av. Augusto de Lima, 1715, CEP 30190»002, Belo Horizonte — MG — Brasil
TEL: (31) 3349 7746 — FAX: (31) 3295 3115 - www.cpqrr.fiocruz.br
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ANEXO 3 — Artigo publicado na Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria,
descrevendo casos autdctones de bovinos e bubalinos infectados por Fasciola hepatica
nos municipios de S&o José da Lapa e Pedro Leopoldo, Minas Gerais.
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Abstract

Fasciola hepatica is a digenetic trematode that parasitizes the bile ducts of different species of vertebrate hosts. In
Brazil, this parasitosis is expanding and occurrences have been reported in the southern, southeastern, central-western
and northeastern regions. This study aimed to report the first case of naturally infection of buffaloes by this parasite in
the state of Minas Gerais. A total of 250 stool samples, 176 from cattle and 74 from buffaloes, from the districts of Sio
José da Lapa and Pedro Leopoldo, were examined. Also, 402 snails of the genus Lymnaea were collected on the same
farms and the viability of the eggs from naturally infected buffaloes and cartle and the suscepribility of the snails to
infection were tested. A total of 54 animals were found to be positive, 33 cattle (18.75%) and 21 buffaloes (28.37%),
and two molluscs showed immature forms of £ hepatica. In experimental infection of specimens of Lymnded, cercariae
were obtained through spontaneous elimination from the 57" day post-infection onwards. The importance of this first
case report can be emphasized because it confirms that this parasite is being dispersed in municipalities in this state that

had previously been considered to be unaffected.
Keywords: Fasciola hepatica, buffaloes, epidemiology, cattle.

Resumo

Fasciola hepatica ¢ um trematddeo digenético que parasita os ductos hepdticos de diferentes espécies de hospedeiros
vertebrados. No Brasil, essa parasitose encontra-se em expansio e a sua ocorréncia tem sido descrita nas regides Sul,
Sudeste, Centro-ocste ¢ Nordeste. Essc trabalho objetivou relatar o primeiro caso de bufalos naturalmente infectados
no estado de Minas Gerais. Um total de 250 amostras de fezes, sendo 176 de bovinos ¢ 74 de bifalos, provenientes
dos municipios de Sio José da Lapa e Pedro Leopoldo foram examinadas. Também foram coletados 402 moluscos
do género Lymnaea nas propriedades estudadas ¢ a viabilidade dos ovos oriundos dos biifalos € bovines naturalmente
infectados e a susceptibilidade do molusco a infeccio foi testada. Um total de 54 animais apresentavam-se positivos
sendo 33 bovinos (18,75%) ¢ 21 bubalinos (28,37%) e dois moluscos apresentaram formas imaturas de E hepatica.
Na infecgio experimental dos exemplares de Lymanea, foram obtidas cercarias climinadas espontancamente a partir do
57° dia pés infeccio. Ressalta-se a importincia desse primeiro relato de caso, pois certifica a dispersdo do parasito em
municipios antes considerados indenes no Estado.

Palavras-chave: Fasciola hepatica, bifalos, cpidemiologia, gado.

Introduction

Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) is a digenetic trematode of
the family Fasciolidae that shows cosmopolitan distribution and
parasitizes the hepatic ducts of different species of vertebrate hosts.
In Brazil, occurrences of this parasite have been reported in the
southern, southeastern, central-western and northeastern regions,
parasitizing cattle, sheep, buffaloes and wild animals such as coypus
and capybaras (SILVA SANTOS ctal., 1992; CUNHA et al., 2007;

*Corresponding author: Walter dos Santos Lima
Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG, Av. Presidente Anténio
Carlos, 6627, CEP 31270-901, Belo Horizonte, MG, Brasil

e-mail: wlima@ich.ufmg.br

BELLATO etal., 2009; LIMA et al., 2009; CARNEIRO etal., 2010;
BENNEMA et al., 2014). Human cases have also been reported
in the southern, central-western, southeastern, northeastern and
northern regions, with the largest number of cases in the southern
and southeastern regions respectively (MAS-COMA et al., 1999;
PILE et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2007).

Fasciolosis can cause major cconomic losses in parasitized
herds because of reduced productivity of milk and meat, growth
retardation in young animals, rejection of livers in slaughterhouses,
abortions, mortality and expenditure on controlling this parasitosis
(LIMA et al., 2009).

www.cbpv.com.br/rbpv
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The increasing geographical dispersion of Fasciola hepatica in
Brazil is due to trade and transfer of parasitized animals from areas
where the discase is enzootic to locations that are unaffected but
have favorable epidemiological conditions. Among these favorable
conditions is the presence of snails of the genus Lymnaea, which
are intermediate hosts for £ hepatica. Thus, such conditions also
include the climatic and environmental factors that provide a
suitable habitat for these snails, such as high humidity and adequate
temperature and rainfall (LIMA et al., 2009; ALVES et al., 2011;
MARTINS et al., 2012).

This study aimed to report on the spread of the parasite in
the state of Minas Gerais and also provides the first report of
naturally infected buffaloes in regions that had been considered
to be unaffected.

Methods

Area of study

This study was conducted in the municipalities of Sio José
da Lapa (latitude 19° 70* 57.2” south; longitude 43° 97° 47.6”
west) and Pedro Leopoldo (197 37’ 127 south; 44° 2° 38” west),
which are in the middle metropolitan region of Belo Horizonte,
state of Minas Gerais, Brazil. These municipalities are lie within
the basin of the Velhas river, and some of its tributaries, such as
Corrego do Carranca, Ribeirio das Neves and Ribeirio da Mata,
pass through several farms in the region, thus offering favorable
epidemiological conditions for maintenance of the cycle of
Fasciola hepatica.

Furthermore, the study area had a history of seven locally-reared
adult buffaloes from which, after slaughtering, the livers were
condemned due to infection by this parasite. Based on these data,
fecal samples were collected from animals on the farm concerned
and from neighboring farms, to search for other cases of infection.

Parasitological examinations of cartle and buffaloes

Nine farms drained by the streams Cérrego do Carranca and
Ribeirio da Mata were selected. On these farms, stool samples
were collected directly from the rectum of cach animal over the
age of 12 months. The samples were collected in properly labeled
plastic bags, packed in an insulated box and transported to the
Veterinary Helminthology Laboratory, Federal University of
Minas Gerais, where they were processed in accordance with the
technique of Girdo and Ueno (1982) in order to quantitatively
and qualitatively diagnose £ hepatica eggs.

MO!]M{' 5

Searches for snails of the genus Lymnaea, an intermediate host
for F hepatica, were also conducted on these farms, on the banks
of Cérrego do Carranca and Ribeirio da Mata and on aquatic
plants in these streams. Water tanks and drinking troughs used
by the animals were also inspected when present. The specimens

Braz. ]. Vet. Parasitol.

found were transported to the laboratory and dissected under
a stereoscopic microscope to investigate the presence of larval
stages of the parasite. Among the molluscs collected, ten of them
were separated out and kept in the laboratory for breeding. These
specimens were kept in plastic vats containing dechlorinared warter
and fed with lettuce.

Vz'abz'lity 0f egus coming ﬁ'om nﬂmmﬂy z'nﬁfted cattle
and buffaloes and susceptibility of L. columella collected
on the ﬁzrm.r studied, to z'nﬁ’crion by Fasciola fjepﬁrim

To evaluate the viability of the eggs of F bepatica climinated
by naturally infected carttle and buffaloes, eggs recovered from
these hosts were kept in petri dishes in an oven at 27 °C for
incubation. After 13 days, the dish containing the eggs was placed
under a spotlight for 1 hour, for the miracidia to hatch. Forty-
eight molluscs of size 5 mm, which were obtained from the first
generation of molluscs that had been collected on the farms, were
used for this experimental infection. The specimens of Lymnaca
were individually placed in the wells of a cell culture plate, cach
containing 2 ml of dechlorinated water and two miracidia. The
snails were kept on the plates for a period of 24 hours. They
were then transferred to plastic vats under the same conditions
as described above. Starting 50 days after infection, the walls and
bottom of the vat were inspected daily under a microscope, to
search for cercariae and metacercariae eliminated by the snails.

Results and Discussion

A total of 250 stool samples was collected: 176 from cartle
and 74 from buffaloes. The fecal examination showed thart a total
of 54 animals were positive for Fasciola hepatica eggs: 33 cartle
(18.75% of the samples) and 21 buffaloes (28.37% of the samples).
The number of F hepatica eggs eliminated in four grams of feces,
shown through analysis using the technique of Girdo and Ueno
(1982), ranged in the cattle from 1 to 84 eggs and in the buffalo
from 2 to 330 eggs. The percentage of positive animals also varied
between the farms studied, as shown in Table 1.

Several similar studies have been conducted describing buffaloes
that were naturally infected with F hepatica. Pile et al. (2001) made
the first report on this parasite in young and adult buffaloes in the
municipality of Marica, state of Rio de Janciro, with a positivity
rate of 2.5% among the 120 samples analyzed.

The highest prevalence rates found were recorded by Marques
and Scroferneker (2003) in a study conducted in the state of
Rio Grande do Sul. In an analysis on slaughtered animals, they
found a prevalence of 10.34% among 377 livers from cattle and
20% among 105 livers from buffaloes infected with £ hepatica.
Carneiro et al. (2010) reported natural infection by F hepatica
in buffaloes for the first time in the south of the state of Espirito
Santo, with a positivity rate of 46.67% among 15 samples. These
authors also reported that infected cattle and sheep were present
on the farm, along with Z. columeila, but no examination of
infection in snails was performed.
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Table 1. Total number of fecal samples collected from cattle and buffalo on the farms studied, number of positive samples for Fasciola hepatica

eggs and the percentage (%) positivity in each farm.

Farm  Species studied Total number of samples collected Positive samples for E bepatica eggs % positive animals in each farm

1 buffalo 19 19 100%

2 buffalo 26 1 3.84%
3 buffalo 29 1 3.44%
4 bovine 19 3 18.75%
5 bovine 37 5 13.51%
6 bovine 45 7 15.55%
7 bovine 44 6 13.63%
8 bovine 24 10 41.66%
9 bovine 7 2 28.57%

Lima et al. (2009) studied occurrences of £ hepatica in cattle
in 120 municipalities in the state of Minas Gerais, from which
a total of 6.255 fecal samples and 492 molluscs Lymndea were
collected. Among the municipalities studied, 16 showed positive
animals. Among the molluscs collected, four were found to be
naturally infected with F bepatica, thus demonstrating the spread
of fasciolosis in this state. Their data corroborate the present paper.

Alves et al. (2011) reported on the distribution of and factors
connected with Fasciola hepatica infection in cattle in southern
Espirito Santo and analyzed 50 farms selected in ten municipalities
of the state. These authors observed a frequency of fasciolosis of
21.33% and emphasized that the area studied presented great
epidemiological importance due to its geographical position
covering two significant hydrographic basins. The rivers of these
basins flow through the states of Espirito Santo, Minas Gerais
and Rio de Janeiro, thus allowing the disease to spread not only
in Espirito Santo but also in other states.

Bennema et al. (2014) reported on occurrences of Fasciola
hepatica in cattle in Brazil and observed that in Minas Gerais all
the infected municipalities were located in the south of the state.
Our results showed the presence of the parasite in the center-south
region of the state, again confirming the expansion of fasciolosis.

In relation to the intermediate host of E hepatica, snails of the
genus Lymnaea wete only found on five of the nine farms investigated
in this study. A total of 402 specimens were collected, of which
two had immature forms of the parasite (0.5%). Other studies
have been conducted to estimate the natural rate of infection of
Lymnaea by E hepatica, since the presence of the intermediate host
in the environment is a fundamental factor in the epidemiology of
fasciolosis. Coelho and Lima (2003) studied the natural infection
rate of molluscs in the municipality of Itajubd, Minas Gerais, and
found prevalences ranging from 0.9 to 5.2%. Their rates were
higher than what was found in the present study (0.5%), but
it is noteworthy that the work of Coclho and Lima (2003) was
conducted in an area that is considered endemic for the parasite.
Gomes ct al. (2002) also examined naturally infected snails, and
reported an infection rate of 5.22% among 134 specimens collected
in the municipality of Goytacazes, in the state of Rio de Janciro.

In our experimental infection of specimens of Lymnaea, cercariac
of F hepatica were found to be spontancously climinated from the
57" day post-infection onwards, thus demonstrating the viability
of the eggs and the susceptibility of these snails to infection. These
data corroborate other authors’ observations (BORAY, 1996;

SOUZA et al., 2002), with spontaneous elimination of cercariae
at close to 60 days post-infection.

The high prevalence found in buffaloes in the present study
was because the farms had ponds and flooded areas with which
the buffaloes had constant direct contact and where Lymnaea
molluscs were present. It is important to emphasize all these
factors, as well as the presence of infected native vertebrate hosts
and environmental conditions favorable towards maintaining
the cycle, as also reported by several authors (COELHO; LIMA,
2003; LIMA ct al,, 2009). This first reported case of naturally
infected indigenous buffaloes and cattle in the state of Minas
Gerais, in areas previously considered to be free from infection
stands out in importance because it shows that this parasite has
become dispersed to municipalities in this state that previously
were considered to be unaffected.
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ANEXO 4 — Artigo publicado na Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria,
descrevendo a infeccdo natural de capivara por Fasciola hepatica no municipio de
Confins, Minas Gerais.
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Abstract

Fasciola hepatica is a parasite that affects the hepatic ducts of several species of domestic and wild vertebrates, causing
huge economic losses to livestock rearing worldwide. Reports on occurrences of F hepatica in capybaras are an important
epidemiological aspect of this disease, since these rodents can be a source of contamination for other animals and humans.
In the present study, conducted in a rural area of the municipality of Confins, Minas Gerais, fresh feces from capybaras
were collected from the ground near a lagoon ar the edge of the Ribeirio da Mata river. These were examined using
the technique of four metal sieves. F hepatica egps were recovered. This trematode species was confirmed by observing
morphological characteristics and measuring the egps recovered from the capybara feces, and through experimental
infection of Lymnaca columella (Say, 1817) by miracidia from these epps and subsequent infection of C57/BL06 mice
with metacercariae originating from these infecred mollusks. The data suggest the occurrence of narural cycle of E hepatica
in this region and provide a warning that expansion of the geographical distribution of this parasite by means of this
rodent is possible. It is therefore important to adopting measures for epidemiological control of this helminthiasis.

Keywords: Fascioliasis, epidemiology, wildlife animals, rodents, Hydrochoerus hydrachacris.

Resumo

Fasciola hepatica é um parasito que acomete os ductos hepdticos de diversas espécies de vertebrados domésticos
e silvestres, causando grandes perdas econdmicas na pecudria plobal. Relatos sobre a ocorréncia de £ beparica em
capivaras constituem um importante aspecto epidemioldgico dessa parasitose, visto que esses roedores podem ser fonte
de contaminagio para outros animais e humanos. No presente estudo realizado em drea rural do municipio de Confins,
Minas Gerais, foram coletadas no solo, préxime i lagoa marginal do rio Ribeirio da Mata, fezes frescas de capivaras.
Essas foram examinadas pela técnica de quatro tamises metdlicos. Foram recuperados ovos de F hepatica. A confirmagio
da espécie desse trematSdeo foi realizada por observagio de caracteristicas morfolégica e mensuragio dos ovos recuperados
das capivaras, infecciio experimental de moluscos Lymnaea columella (Say, 1817) por miracidios oriundos desses ovos e
pela infecgio de camundongos C57/BLOG com metacercirias oriundas desses moluscos infectados. Os dados obtidos
sugerem a ocorréneia do ciclo natural de ¥ heparica na regido, alertando que a expansio da distribuigio geoprifica deste
parasito por esse roedor € possivel. Portanto, é importante a adogio de medidas para o controle epidemioldgico desta
helmintiase.

Palavras-chave: Fasciolose, epidemiologia, animais de vida selvagem, roedores, Hydrachoerus hydrochaeris.

*Coresponding awthon Walter dos Santos Lima. Departamento de
Parasitologia, Institure de Ciéncias Biolopicas, Universidade Federal de Minas
Gerais — UFMG, Av. Pres. Anttnio Carlos, 6627, Pampulha, Bloco B, Sala 163,
CEP 31270-901, Belo Horizonte, MG, Brasil, e-mail: whimagich.ufmg.be

wwrw.chpv.org br/rhpy

115



w. 23, n. 3, jul.-ser. 2006

Introduction

Fasciola hepatica (Trematoda: Digenea) is a parasite in the
family Fasciolidae thar affects the liver ducts of sheep, cattle,
buffaloes, goats, rodents and other mammals, and even humans.
It is responsible for fasciolosis, which is a very important
disease within veterinary and human medicine, given that it
is 4 ZOONOSIs.

In veterinary medicine, it constitutes a serious problem for
domestic ruminant rearing and causes large losses and economic
harm arising from condemnation of livers in slaughter houses, falls
in milk, mear and wool productivity, growth retardation in young
animals, decreased fertility, abortions, secondary bacterial infections,
death of animals and high costs due to the medication that is used
to control the parasitosis (DAEMON & SERRA-FREIRE, 1992;
LIMA et al., 2009).

This disease has worldwide distriburion, and in Brazil the
larpest enzootic area is located in the south, followed by the
southeast and central-west. In the state of Minas Gerais, parasite
records have arisen in isolation, and new foci have been reported,

thus indicating the possibility of emergence of new areas of

transmission and spreading of fasciolosis (LIMA et al., 2009;
DRACY. & LIMA, 2014).

The economic and epidemiological importance of fasciolosis
has led 1o greater numbers of studies directed rowards ruminants
of economic importance, such as cattle and sheep, or towards
human infection. Nevertheless, there have been reports of infection
by this disease in other animal species such as rodents, which
suggests that they can possibly be considered to be reservoirs for
the parasite cycle.

Capybaras ( Hydrochoerus fydrochaeris) are the largest species of
rodent found in Brazil and are also a definitive host of E heparica
(SANTAREM etal., 2006; EL-KOUBA et al., 2008). This rodent
and its parasite present coincident distribution in lentic aquatic
environments such as the backwaters of rivers, lakes, reservoirs
and marshes. These environments are an essential factor in the
development of the fluke cycle. Capybaras present adaptability
to disturbed habitats, and this facilitates their survival in large
urban centers and other regions subject 1o anthropic activity
(FERRAZ. etal., 2009). In addition to these factors, the defecation
habits of capybaras in aquatic environments contribute towards
maintaining the natural life cycle of the parasite. This makes it
difficult to control this zoonosis, given that the mollusk genus
Lymenaea, which is an intermediate host of E heparica, often occurs
in these environments.

In some regions of the state of Minas Gerais, cattle and
other animal species coexist with the presence of capybaras.
Thus, it is important to study F hepatica in capybaras, since
these rodents can become infected and act as reservoirs, which
would making it difficult to control the disease. The present
work was carried out to study occurrences of F hepatica in
the population of capybaras in the municipality of Confins,
Minas Gerais.
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Materials and Methods
Study area

Stool samples were collected from capybaras living at a lagoon
on the edge of the Ribeirao da Mata river, in the rural area of the
municipality of Confins, which is located in the metropolitan region of
Belo Horizonte, Minas Gerais (19° 40" 50.34™ §, 43° 58° 23.42° W).

Collection and examination of feces

Eleven samples of fresh feces from capybaras were collected
from the ground near a lagoon on the edge of the river, in the
area of study, all on the same day in the morning. The feces were
individually wrapped in labeled plastic bags, packed in an insulated
bax with ice and transported to the Veterinary Helminthology
Labaratory of the Institute of Biological Sciences, Federal University
of Minas Gerais.

In order to recover £ heparica eggs, the feces were processed
and analyzed in accordance with the technique described by Girido
& Ueno (1985). The eggs found were counted and measured
under a microscope,

Viability of eggs, miracidia and metacercariae

‘The egps that were found through examining the feces were
transferred to Petri plate containing dechlorinated water, with
the aid of a Pasteur pipette. The plate was kept in an incubartor at
27 °C. From the seventh day onwards, the plates were examined
daily under a stereoscopic microscope at 40x magnification, in
order to follow the formation and development of miracidia.
Plates containing epgs with developed miracidia were placed
under a spotlight (60 W) at a distance of 50 cm for a period of
one hour, to stimulate hatching.

The miracidia that hatched were used to infect L. columella
mollusks that had been reared in our laboratory. Infection was
performed using 24-well culture plates (Kartel SPA). The mallusks
were placed individually into wells containing 2 mL of dechlorinated
water and three miracidia were added using a Pasteur pipette.
The plates were kept under a focused light of 60 W ar a distance
of 50 em for a period of 24 hours. After infection, the mollusks
were kept in plastic tubs with dechlorinared warer and were fed
with lermuice. On the 50° day after infection, the mollusks were
removed from the tubs and were placed in individual Petri plates
lined with plastic film (Parafilm® Laborarory Film, American
Nartional Can™) in order to facilitate recovery and encystment
of the metacercariae. The plates were exposed 1o a focused light
of 60 W ar a distance of 50 ¢cm for 5 hours a day, to stimulare
elimination of cercariae and formation of metacercariae,

The viability of the metacercariae was evaluated through
experimental infection of seven female mice (C57/BLOG) that
were eight weeks old. Each mouse was infected orally with three
metacercariae. These were suspended in dechlorinated water and
administered with the aid of a syringe, by means of needle pavage.

The procedure for experimental infection of the mice had
previously been submitted for approval to the Ethics Committee for
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Use of Animals (CEUA) of the Federal University of Minas Gerais.
It was approved under the protocol number CEUA181/2015.
Starting on the 30" day after infection, feces were collected
from the mice every day and were processed by means of the
Girdo & Ueno technique (1985) for quantitative and qualitative

diagnosing of F hepasica epgs.

Results and Discussion

Through examination of the 11 capybara feces samples in the
laboratory, one sample (9.1%%) yielded an average of 16 eggs of
F bepatica per gram of feces examined. From the epps recovered,
20 were separated and measured under a microscope. These presented
an average length of 142.74 pm (SD + 7.63) and width of 75.74 pm
(SD + 7.83), as shown in Table 1.

Regarding the viability of the epps recovered from capybara
feces, formation and hatching of active miracidia from all eggs
was observed after incubation. These miracidia were used to
experimentally infect 50 L. columetla mollusks.

Spontaneous elimination of cercariae was observed starting
on the 57" day after infection of the mollusks. These encysted on
the plastic film that covered the inner surface of the Petri plate.
A total of 2,403 metacercariae were obtained from the 13 surviving
mallusks (26%).

These metacercariae obtained were used 1o experimentally
infect mice. On the 77% day after infection, 60% of the mice were
still alive and eggs were observed in their feces. Epp elimination

Table 1. Mean and standard deviation of length and width measuremens
{(pm) on Fasciole bepativa epps recovered from the feces of a naturally
infected capybara ( Hydrachoerus bydrochaeris), in the municipality of
Confins, Minas Gerais.

Fusciola hepatica eggs
Length (um) Width (um)
130.94 80,23
142.46 7032
14298 73.38
135.70 T1.66
138.94 76.02
146.89 66.13
147.62 66.55
137.82 75.24
149.68 81.46
156.64 91.03
143.54 79.12
139.41 7512
146.73 81.36
13912 69.45
130.49 91.74
144.64 85.02
146,47 78.41
151.36 67.04
154.13 70.63
129.21 65.04
142.74 + 7.63 7574+ 783

Biraw ]. Ver. Parasitol.

continued 1o be observed unril three months after infection, art
which time the mice were necropsied and adult parasites were
recovered from the bile ducts and gallbladder.

This confirmation of the viability of the eggs recovered from the
capybaras and of the cycles in Lymnaea and in mice demonstrates
that capybaras are definitive hosts for £ hepasica. This suggests
that capybaras have real importance in maintaining the wild
cyele. It is important to remember that capybaras disperse into
different groups, to take possession of territory and search for
food, while always moving near water courses, and that they can
act as disseminators of fasciolosis. On the farm where the present
study was conducted, capybaras were living in the same area as
cattle and humans, all with free access 1o the lagoon where the
feces sampling was carried out. The mollusc L. colwmelfa is also
present at this location, thus facilitating encounters between the
miracidia that hatched from the eggs and the intermediate host
and leading to cattle infection.

The average size of the K hepatica egps observed in this study
was similar to what was described by El-Kouba et al. (2008), who
reported that the dimensions of epps obtained from capybaras were
138.56 pm in length and 72.96 pm in width. In the present study,
it was also observed that the average number of £ hepatica epps
released per gram of feces from the capybaras was lower than the
average number of epgs released by cattle and buffaloes present
in municipalities neighboring the area of this study, as reported
by Drracz & Lima (2014). The capybara population is increasing,
and therefore these rodents can participate in transmission and
maintenance of the £ hepatica cycle in the study area.

Santarém et al. (2006) reported occurrences of adult parasites in
the liver of an adult capybara that was found dead in a park in the
city of Presidente Prudente, state of Sao Paulo, Brazil. The parasite
was identified as F hepasica and, during the autopsy, liver lesions
characteristic of infection by this parasite were observed. However,
no eggs were recovered from the feces.

El-Kouba et al. (2008) studied the presence of F hepatica epps
in capybaras in three parks in Curitiba, state of Parand - Brazil,
and found that the prevalence ranged from 0 to 100% in samples
collected from the populations living in these parks.

Bellato et al. (2009) studied oceurrences of this parasite in
populations of cattle and capybaras on 19 farms in the municipality
of Timb6, Santa Catarina - Brazil. They reported occurrences of
18.12% in cartle and 8.96% in capybaras that were naturally
infected by E hepatica. They pointed out thar the difference in
these results could be explained by the diversity of environmenial
conditions, management and surveying at the sites where the
studies were conducted.

The population of capybaras in Minas Gerais has shown
significant growth over recent years. Advancement of farming into
areas close to wildlife habitats provides contact between human
populations, domestic animals and wild animals, and it Facilitates
maintenance of this disease berween hosts and environments
and thus establishment of new parasite-host relationships
(EL-KOUBA et al., 2008).

This is the first report on capybara naturally infected by
E bepasica in the state of Minas Gerais. It emphasizes the
importance of epidemiological studies in this region, with the
aim of searching for new foci of fasciolosis. Such studies may
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contribute towards adoption of control measures thar are more
comprehensive, with the aim not only ro trear cartle and other
domestic ruminants, but also to treat and implement control
measures among wildlife that can act as reservoirs for this
emerging Zoonosis in this stare.
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CAPITULO 3

Aspectos parasitologicos, hematoldgicos e imunoldgicos de ovinos da raga Santa
Inés experimentalmente infectados por Fasciola hepatica.
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1. Introducéo

A Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) € dentre os parasitos que acometem 0s
ovinos, um dos de maior importancia econdmica, pois pode levar a reducgédo do peso, da
producdo de carne e leite, condenacao de figados em matadouros, além dos gastos com o
controle da parasitose (Lima et al., 2009; Trivilin, 2010). Esse trematodeo parasita 0s
ductos biliares de diversas espécies de mamiferos, inclusive o0 homem, constituindo um
problema de saude publica, por ser uma zoonose.

A susceptibilidade ou resisténcia do hospedeiro frente a infeccdo por F. hepatica
estd associada a caracteristicas bioquimicas do parasito, carga parasitéria, estado
nutricional, idade e a eficiéncia da resposta inume dos animais parasitados (Thorpe, 1965;
Sinclair 1967; Boray 1969). As interacOes estabelecidas com o hospedeiro vertebrado
envolvem habilidades imunomoduladoras, capazes de interferir com 0s mecanismos
inflamato6rios que ocorrem durante a infeccdo, de modo a conduzir a sobrevivéncia de
ambos, parasito e hospedeiro (Rojo-Vazquez et al., 2012).

As diversas interacBes que ocorrem nas infec¢bes por F. hepatica com seu
hospedeiro vertebrado, sugerem a atuacdo de um sistema integrado entre a resposta
humoral e celular, com uma grande diversidade de componentes. Este sistema ocorre com
a participacdo e interacdo de diferentes tipos celulares, com a producdo de moléculas e
proteinas, como as citocinas, mediadoras de diversos processos bioldgicos essenciais, que
atuam na regulacdo da comunicacdo intercelular e, principalmente, podem atuar
desempenhando um importante papel na modulacdo das interacdes entre o parasito e
células do hospedeiro. Estas interacdes e modulagdes sdo importantes por se tratarem de
mecanismos de escape do parasito e mecanismos de respostas do hospedeiro responsaveis
pela ocorréncia e manutencdo da infeccdo. O comportamento da imunidade humoral e
celular frente a antigenos do parasito tornou-se um importante aliado na elucidacéo da
resposta imunolégica do hospedeiro (Zhang et al., 2005; Trivilin, 2010).

Este capitulo teve como objetivo de avaliar aspectos imunoldgicos de ovinos na

fase aguda e cronica da infecgdo por F. hepatica.
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2. Material e métodos

2.1 Ovinos e infeccBes experimentais

Todo o procedimento para infeccdo experimental dos ovinos foi previamente
submetido & aprovacio pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da
Universidade Federal de Minas Gerais e aprovado sob o nimero de protocolo CEUA
15/2016.

Para avaliar aspectos imunologicos de ovinos na fase aguda e cronica da infeccao
por F. hepatica, foram utilizados 16 ovinos da raga Santa Inés, criados livres de infecgéo,
com oito meses de idade, identificados com brincos plasticos numerados. O experimento
foi realizado uma em fazenda localizada no municipio de Curvelo — Minas Gerais (18°
52 25.7°’ de Latitude Sul, 44° 36’ 32.4° de Longitude Oeste).

Os ovinos foram divididos aleatoriamente em dois grupos: grupo A formado por 8
animais infectados com 150 metacercérias para cada animal; grupo B formado por 8
animais ndo infectados — grupo controle.

A infeccdo dos ovinos foi individual e por via oral, onde os animais receberam as
metacercarias suspensas em agua desclorada direto na cavidade oral utilizando-se
seringas descartaveis com capacidade de 10 ml.

Os animais foram mantidos em duas baias coletivas, separados de acordo com 0
grupo, recebendo forragem verde picada, feno, sal mineral e 4gua a vontade. Além do
alimento “volumoso” os animais receberam diariamente, 500 gramas de ragcdo com 18%

de proteina bruta.

2.2 Avaliacao parasitologica

Aos 30, 60, 90, 120 e 150 dias pos infeccdo (dpi) foram coletadas fezes dos animais
infectados para avaliar as contagens de ovos por gramas de fezes (OPG).

As fezes foram coletadas diretamente da ampola retal de animal, em saco plastico
devidamente identificado, armazenadas em caixa de isopor com gelo e transportadas ao
laboratdrio de Helmintologia Veterinaria do ICB/UFMG.

Para o exame coproldgico, foram pesadas de cada amostra, 4 gramas de fezes.
Adicionado 30 ml de 4gua e homogeneizado. Em seguida, a mistura foi passada através

de um conjunto de quatro tamises, dispostos uns sobre 0s outros, na sequéncia de ordem
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100, 180, 200 e 250 malhas/polegadas, com aberturas de 174, 96, 87 e 65 um,
respectivamente. Os trés primeiros tamises permitem a passagem de ovos de F. hepatica,
retendo fibras fecais, e o Ultimo tamis retém os ovos, juntamente com fibras fecais finas.
A lavagem foi realizada em agua corrente e o material retido no ultimo tamis (250
malhas/polegada) foi recolhido em um copo plastico, utilizando um jato de agua no
sentido oposto ao da lavagem. Apé6s dez minutos em decantacdo, foi retirado o
sobrenadante com auxilio de uma pipeta de Pasteur, e 0 material decantado, transferido
para uma placa de Petri , examinado e contados em um estereomicroscopio no aumento
de 40X.

2.3 Avaliacao hematoldgica

Para a avaliacdo hematologica, nos intervalos de 0, 30, 60, 90, 120 e 150 dias pds
infeccdo, os animais do grupo A e B foram contidos e coletados 5 ml de sangue em tubo
a vacuo com o anticoagulante EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) a 10% direto
da veia jugular.

Foi realizado hemograma completo em contador hematoldgico automatico (Modelo
Bio — 2900 Vet — Bioeasy).

Foram confeccionados esfregacos sanguineos e realizadas as contagens diferenciais
de linfocitos, mondcitos, eosinofilos, neutrofilos e baséfilos. Duas contagens de 100
células foram realizadas em campos diferentes e a média desses valores foi obtida
(Ferreira Neto et al., 1982).

Também foi obtido plasma do restante da amostra coletada de cada ovino. Os tubos
foram centrifugados a 200 g por 10 minutos. Aliquotas de 300 pL foram separadas e
armazenadas a -80 °C para posterior utilizacdo na identificacdo de anticorpos IgG

presentes na circulagéo.

Nesses intervalos também foram coletados 20 ml de sangue em tubos heparinizados

para obtencdo de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs).

2.4 Avaliacao imunoldgica

Foram avaliados a producdo da citocina TGF-f1 e de oxido nitrico em

sobrenadantes de cultura de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de
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todos os animais do experimento e a producdo de anticorpos IgG especificos para
antigeno bruto e antigeno de excrecao e secrecdo de F. hepatica, nos intervalos de 0, 30,
60, 90, 120 e 150 dias apo6s infeccdo (dpi).

2.4.1 Obtencao e separacao de células mononucleares do sangue periférico

Apo6s a coleta de sangue dos ovinos nos tubos heparinizados, estes foram
armazenados em caixa de isopor com gelo e transportados ao laboratorio para serem
processados.

Os 20 ml de sangue de cada amostra foram transferidas individualmente para tubos
de 50 ml de polipropileno (Falcon 2074, BD Biosciences, EUA) identificados, e
lentamente sobre o sangue, foram colocados 10 ml de solucdo de Ficoll-Hypaque
(Histopaque® 1.077, Sigma, EUA). Os tubos foram centrifugados a 200 g por 40 minutos
em temperatura ambiente. O anel contendo as células mononucleares, formado na
interface entre plasma e eritrécitos, foi coletado, transferido para outro tubo de 50 ml e
lavado por duas vezes a 806 g por 10 minutos com meio RPMI 1640 (Sigma, EUA).

Ao final, as células foram ressuspendidas para 1 ml de meio RPMI, e contadas em
camara de Neubauer, na diluicdo de 1:20 em Solucéo de Azul de Turks (Sigma, EUA). O
namero total de células por ml foi obtido por média do nimero de células nos quatro

quadrantes x 20 (fator de diluicdo) x 10* (fator de corre¢éo da cAmara).

2.4.2 Preparacdo de antigeno de excrecao e secrecdo de Fasciola hepatica

F. hepaticas utilizadas na producdo dos antigenos foram obtidas de figados de
bovinos naturalmente infectados durante o abate realizado no Abatedouro FrigoVitor do
Municipio Pedro Leopoldo, MG.

Foram utilizados quinze parasitos adultos, que foram lavados trés vezes com PBS
estéril 1X para remocdo do sangue e bile. Foram acondicionados em tubos Falcon® de
50 ml (BD Biosciences, EUA) contendo PBS estéril 1X e incubados a 37°C over night.
Os parasitos foram retirados, e o tubo centrifugado por 10 minutos a 200 g. A quantidade
de proteinas nas preparacOes antigénicas foi dosada pelo uso de kit comercial BCA
(Pierce BCA kit, Pierce, USA), realizado conforme as instru¢cdes do fabricante. O

sobrenadante foi entdo separado em aliquotas de 500 pL e armazenado a -20°C até o uso.
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2.4.3 Preparacao de antigeno bruto soltvel de Fasciola hepatica

ApOs a preparacdo do antigeno de excrecdo e secrecdo, os parasitos foram
macerados mecanicamente com PBS esteril 1X. Apos completa maceracdo, o material foi
sonicado (poténcia de 20 W, frequéncia de 20 ondas ultrassonograficas por segundo,
amplitude 4, poténcia maxima) em aparelho de ultrassom em 05 ciclos de 1 minuto com
intervalos de 1 minuto. Durante todo o processo, 0 tubo contendo os parasitos foi mantido
em banho de gelo. O material foi centrifugado a 1.200 rpm por 10 minutos. O sedimento
descartado e o sobrenadante, filtrado em um filtro Millex HV de 0,25um (Millipore®). A
quantidade de proteinas nas preparacdes antigénicas foi dosada pelo uso de kit comercial
BCA (Pierce BCA Kkit, Pierce, USA), realizado conforme as instru¢es do fabricante.
Aliguotas de 500 pL dos antigenos brutos prontos foram armazenadas a - 20 °C até o seu

uso.

2.4.4 Cultura de células mononucleares do sangue periférico

Aproximadamente 500.000 PBMCs (obtidas conforme o item 2.4.1) foram
incubadas em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma, EUA) suplementado com 2% de
antibidtico penicilina e estreptomicina (Invitrogen, EUA), 1,6% de L-Glutamina (Synth,
Brasil) e 10% de Soro Fetal Bovino (Cutlab, Brasil) durante 72 horas na presenca e
auséncia de antigeno bruto e de antigenos de excrecdo e secrecdo de F. hepatica, em
placas de cultura de fundo chato de 24 pocos (Falcon®, BD lab., EUA) em uma atmosfera
umida a 37° C e 5% de COa.

Apbs a incubacdo, o contelido de cada pogo foi coletado com pipeta, transferido
para um eppendorf identificado e centrifugado a 200 g a temperatura ambiente por 3
minutos. O sobrenadante foi transferido para outro eppendorf e armazenado a -80° C até
sua utilizacdo. As células do fundo do eppendorf foi adicionado 200 pL de Trizol®
(Invitrogen Life Technologies, Brasil) e foram armazenadas a -80° C, para posterior

utilizagdo em outros experimentos.

2.45 Dosagem de TGF-p1 em sobrenadantes de cultura de células

mononucleares do sangue periférico
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Para determinar a producdo de TGF-B1 em ovinos durante a infec¢do por F.
hepatica, sobrenadantes de culturas de PBMCs foram analisados pelo teste
imunoenzimatico ELISA utilizando o Kit comercial TGFB1 Emax®ImmunoAssay System
(Promega).

Primeiramente as amostras passaram por um tratamento acido, onde foi adicionado
1ul de 1 N HCI para cada 50ul de amostra, até o pH estar em 3.0 ou menor. Apds
incubagdo de 15 minutos em temperatura ambiente, foi adicionado 1uL de 1 N NaOH
para cada 50uL de amostra, até o pH estar em 7.6. Esse tratamento acido & necessario
para que o TGF-B1 fique em sua forma bioativa, que € imunorreativa e detectavel pelos
anticorpos monoclonais e policlonais de TGF-B1 do Kit utilizado.

Ap0s esse tratamento, os ensaios foram realizados segundo protocolo sugerido pelo

fabricante.

2.4.6 Dosagem de ¢xido nitrico em sobrenadantes de cultura de células

mononucleares do sangue periférico

A dosagem de 6xido nitrico, no sobrenadante das culturas de PBMCs, foi realizada
pela Reacdo de Griess através da mensuracdo da concentracao de nitrito (NO»-) (HIBBS
et al., 1988; ROPERT et al., 2001).

Os sobrenadantes coletados das cultuas de PBMCs (item 2.4.4) foram retirados do
freezer e uma aliquota de 50 pL retirada e transferida para uma placa de 96 poc¢os
(Falcon®, BD lab., EUA). Foram acrescentados 50 uL do reagente de Griess em cada
poco. Apo6s 10 minutos de reacdo, a temperatura ambiente, a leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 540 nm.

O Reagente de Griess foi preparado no momento da adicdo aos pogos a partir das
seguintes solugdes: solucdo 1: 1% de sulfanilamida em 2,5% H3PO4; solucéo 2: 0,1%
Nedd (Dihidrocloreto de N-(1-naftil)-etilenodiamina) em 2,5% de H3PO4. Essas
solucdes foram preparadas previamente e mantidas a 4° C em frascos protegidos da luz.
A concentragdo de nitrito foi calculada utilizando-se uma curva padrdéo com uma

concentracdo conhecida de nitrito de sédio (NaNO2) em diferentes concentrages.
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2.4.7 Dosagem de anticorpos 1gG no plasma dos ovinos

A resposta humoral foi avaliada utilizando-se plasma dos ovinos dos grupos A e
B. O ensaio de ELISA indireta foi utilizado para a pesquisa dos anticorpos 1gG especificos
para os antigenos bruto soltvel e antigenos de excrecéo e secrecdo de F. hepatica.

As concentragBes ideais dos antigenos, plasma e dos anticorpos especificos
utilizados foram previamente testadas com plasma de animais positivos e negativos para
a infeccdo pelo parasito. Inicialmente realizou-se a padronizacdo da técnica titulando-se
0 antigeno nas concentracdes 0,25ug; 0,5ug; 1jg e 2 pg. O plasma nas diluigdes 1:1000;
1:2000; 1:5000; 1:8000 e 1:16000 e o conjugado nas dilui¢cbes 1:2000; 1:4000; 1:8000;
1:10000 e 1:15000.

Apds a padronizacdo da técnica foi realizado o ELISA final. As placas de 96 pocos
e fundo plano (Falcon®, BD lab., EUA) foram sensibilizadas com 1ug dos antigenos
diluidos em 50 pL de agua Milli-Q. Em seguida a placa foi colocada em estufa a 37°C
para secar. Apds esse intervalo foram adicionados 150 pL por pogo de solucdo de
bloqueio de sitios inespecificos (PBS-SFB 5%) seguindo de incubacdo por 1 hora em
estufa a 37 °C. O conteudo dos pocos foi descartado por inversdo da placa. Em seguida
foram adicionados os plasmas dos ovinos infectados (nos intervalos de 0, 30, 60, 90, 120
e 150 dpi) e controles diluidos 1:5000 em solucdo de lavagem; 100 pL desta solucéo
foram colocados em cada um dos pocos e a placa foi incubada por 1 hora em estufa a 37
°C. A placa foi lavada trés vezes, e anticorpos marcados com enzima peroxidase
especificos para 1gG de ovinos (Bethyl Laboratories, EUA) foram colocados na dilui¢do
1:2000 e a placa foi incubada em estufa a 37 °C por 1 hora. O excesso do conjugado foi
retirado por uma série de trés lavagens. A reacdo foi revelada pelo uso de substrato
cromogénico contendo peroxido de hidrogénio (Sigma, EUA) e OPD (O-
phenylenediamine, Sigma, EUA). A densidade Optica da reacdo foi mensurada por um
leitor de microplacas (SpectraMax, Molecular Devices, EUA), a um comprimento de

onda de 492 nm e os resultados expressos em valores de absorbancia.
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2.5 AlteracOes macroscopicas e microscopicas

Durante o periodo experimental um ovino infectado morreu aos 97 dias apos
infeccdo. Foi realizada a necropsia e o figado examinado.

Foram realizadas observac6es macroscopicas em relacéo a coloracao, consisténcia,
forma, deposicdo de fibrina, presenca de pontos de necrose e fibrose, espessamento,
calcificacdo e obstrucdo dos ductos biliares. Além da coleta de parasitos presentes nos
ductos e na vesicula biliar.

Fragmentos de 2 cm foram coletados, fixados em formol 10% tamponado e
processados de acordo com técnica de rotina para inclusdo em parafina. Apds a fixacdo o
material foi desidratado em alcool e diafanizado em xilol. Os fragmentos foram incluidos
em parafina, realizados cortes de cinco micrometros. As laminas foram coradas com
Hematoxilina-Eosina (Luna, 1968) e observadas em microscopio Optico nas objetivas de
04, 10, 20, 40 e 100 X.

2.6 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada utilizado o software GraphPad
Prism 5 (GraphPad Inc, EUA).

Para a avaliacdo hematoldgica foi utilizado o teste 2way ANOVA para analisar as
alteracdes decorrentes da infeccdo nos ovinos nos diferentes intervalos de coleta e ao
longo do tempo. Para analisar as médias de producdo de TGF-B1, oxido nitrico e IgG nos
grupos de ovinos infetados e controle, foi utilizado o teste ANOVA avaliando os
diferentes pontos de amostragem.

Todos os testes sdo considerados significativos quando apresentarem um valor de

P <0,05. Os outliers foram detectados utilizando-se o Teste de Grubbs.
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3. Resultados

3.1 Avaliacdo parasitoldgica

O exame de fezes dos ovinos experimentalmente infectados realizado aos 0 e 30
dias apos infecgdo (dpi) mostrou que nenhum dos animais liberava ovos do parasito nas
fezes. No exame realizado aos 60 dpi todos os animais j& apresentavam ovos do parasito
nas fezes. Na TABELA 1 pode-se observar um aumento gradativo no nimero de ovos
eliminados por grama de fezes (OPG) no grupo de animais infectados nos intervalos de
30, 60, 90, 120 e 150 dpi.

TABELA 1 - Namero de ovos por grama de fezes (OPG) dos ovinos experimentalmente
infectados por 150 metacercarias de Fasciola hepatica, aos 30, 60, 90, 120 e 150 dias

apos infeccédo (dpi).

Ovinos OPG
30dpi 60 dpi 90 dpi 120 dpi 150 dpi

Oov1 0 3 116 845 945
ov2 0 4 215 2062 1974
ov3 0 20 127 341 642
oVv4 0 16 98 954 846
OV5 0 8 167 741 819
OV6 0 18 142 524 725
ov7 0 11 106 - -

ovs8 0 9 235 714 834

Média +DP 0+0 11,1+6,3 150,8+50,8 772,6£603,5  848,1+541,8
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3.2 Avaliacédo hematoldgica

3.2.1 Hemograma

3.2.1.1 Hemécias

No Gréfico 1 encontram-se os valores médios das contagens de hemacias nos
grupos infectado (A) e ndo infectado (B). A partir da segunda coleta, no 30° dia pds
infeccdo, foi observado que o nimero de hemacias nos grupos de ovinos infectados
(Grupo A) comegou a reduzir, ficando abaixo do valor encontrado para o grupo de ovinos
ndo infectados (Grupo B). Essa queda foi detectada até o 90° dpi e entdo houve um
aumento nesses valores, 0s quais se mantiveram estaveis. Houve diferenca significativa

entre 0s grupos aos 60 e 90 dpi (p<0.001).
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GRAFICO 1 - Valores médios de hemacias em ovinos infectados com 150 metacercarias
de Fasciola hepatica (Grupo A) e ovinos ndo infectados (Grupo B) durante periodo

experimental.
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3.2.1.2 Hemoglobina

Os valores médios de hemoglobina do Grupo A (ovinos infectados) foram inferiores
aos observados no Grupo B (ovinos ndo infectados) nos dias posteriores a infecgédo
(GRAFICO 2). Foi observada uma crescente queda nos valores do Grupo A a partir do
30° dpi, sendo que apds o0 90° dpi ocorreu um leve aumento, entretanto ainda sendo
inferior ao outro grupo. Houve diferenca significativa entre os grupos nos intervalos de
30, 60, 90, 120 e 150 dpi (p<0.001).
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GRAFICO 2 - Valores médios da concentracdo de hemoglobina em ovinos infectados
com 150 metacercérias de Fasciola hepatica (Grupo A) e ovinos ndo infectados (Grupo
B) durante periodo experimental.
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3.2.1.3 Hematocrito

No Grafico 3 estdo representados os valores médios do hematdcrito dos grupos
experimentais. Os valores meédios do Grupo A, ovinos infectados, foram inferiores aos
valores médios do grupo de ovinos nao infectados, Grupo B, ao longo do experimento,
com diferenca estatistica nos intervalos de 30, 60, 90, 120 e 150 dpi (p<0.001). Os valores

meédios do grupo B mantiveram-se constantes ao longo do experimento.
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GRAFICO 3 - Valores médios do hematdcrito em ovinos infectados com 150

metacercarias de Fasciola hepatica (Grupo A) e ovinos nao infectados (Grupo B) durante
periodo experimental.

131



3.2.1.4 Volume Corpuscular Médio

Os valores do volume corpuscular médio (VCM) dos dois grupos apresentaram
pequenas variacdes ao longo do experimento (GRAFICO 4). Embora n&o tenha sido
detectada diferenga estatistica dos valores entre os grupos (p>0.05), os ovinos infectados

apresentaram leve macrocitose durante o periodo de acompanhamento.
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GRAFICO 4 - Valores do volume corpuscular médio (VCM) em ovinos infectados com
150 metacercarias de Fasciola hepatica (Grupo A) e ovinos ndo infectados (Grupo B)

durante periodo experimental.
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3.2.1.5 Concentracado Media de Hemoglobina

Os valores da concentracdo média de hemoglobina (CMH) dos grupos ovinos
experimentais (Grupos A e B) estdo apresentados no Grafico 5. A média dos dois grupos
foram semelhantes durante a maioria do periodo experimental, excetuando-se pelos
valores do grupo A no intervalo de 90 dpi, onde foi detectado um grande aumento nesse
parametro com diferenca significativa (p<0.001) quando comparada ao grupo B.
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GRAFICO 5 - Valores da concentracdo média de hemoglobina (CMH) em ovinos
infectados com 150 metacercarias de Fasciola hepatica (Grupo A) e ovinos nao
infectados (Grupo B) durante periodo experimental.
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3.2.1.6 Concentracao de Hemoglobina Corpuscular Média

Os valores da concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) nos dois
grupos experimentais permaneceram sem grandes oscilacdes ao longo do experimento
(GRAFICO 6). Apenas o0 grupo A (ovinos infectados) apresentou um grande aumento
desses valores no intervalo de 90 dpi, com diferenca estatistica quando comparado ao
grupo B (p<0.001).
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GRAFICO 6 - Valores da concentracido média de hemoglobina (CMCH) em ovinos
infectados com 150 metacercarias de Fasciola hepatica (Grupo A) e ovinos nao

infectados (Grupo B) durante periodo experimental.
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3.2.2 Leucograma

3.2.2.1 Contagem Global de Leucdcitos

Os valores médios da contagem global de leucdcitos dos grupos estdo no Grafico
7. Os valores do grupo de ovinos infectados (Grupo A) permaneceram acima dos valores
encontrados para o grupo de ovinos ndo infectados (Grupo B). Entretanto houve diferenca
estatistica somente no 60° dpi entre os valores do Grupo A com os valores dos Grupos B
(p<0.01).
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GRAFICO 7 - Média da contagem global de leucdcitos em ovinos infectados com 150
metacercarias de Fasciola hepatica (Grupo A) e ovinos ndo infectados (Grupo B) durante

periodo experimental.
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3.2.2.2 Linfocitos

Os valores médios de linfocitos nos grupos A e B estéo representados no Gréafico 8.
O grupo controle (B) apresentou valores sem grandes oscilagfes ao longo do periodo
experimental. Enquanto o grupo infectado (A) apresentou um aumento gradativo e
constante no nimero de linfdcitos circulantes até o 60° dpi, sendo que no intervalo de 90
dpi esses valores pouco aumentaram mas mantiveram-se elevados. Nos intervalos de 60,
120 e 150 dpi houve diferenca estatistica entre os grupos (p<0.01).
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GRAFICO 8 - Média da contagem global de linfcitos em ovinos infectados com 150

metacercarias de Fasciola hepatica (Grupo A) e ovinos nao infectados (Grupo B) durante
periodo experimental.
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3.2.2.3 Neutrofilos

Os valores médios da contagem global de neutréfilos no grupo de ovinos nédo
infectados (B), mostrou-se constante em todos os pontos de coleta (GRAFICO 9). Os
valores do grupo de ovinos infectados (A), apresentou um aumento gradativo até o 60°
dpi, intervalo no qual houve diferenca significativa entre os grupos (p<0.05). Aos 90 dpi
houve uma pequena queda nesses valores mas ainda assim, estavam superiores aos do

grupo B, e partir de 120 dpi houve novamente um aumento nos valores de neutréfilos
circulantes.
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GRAFICO 9 - Média da contagem global de neutr6filos em ovinos infectados com 150

metacercérias de Fasciola hepatica (Grupo A) e ovinos ndo infectados (Grupo B) durante
periodo experimental.
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3.2.2.4 Eosinofilos

O grupo de ovinos infectados apresentou eosinofilia durante todo o periodo
experimental, com valores estatisticamente superiores aos do grupo de ovinos ndo

infectados nos intervalos de 30, 60, 90, 120 e 150 dpi (p<0.001), como demonstrado no
Grafico 10.
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GRAFICO 10 - Média da contagem global de eosindfilos em ovinos infectados com 150

metacercarias de Fasciola hepatica (Grupo A) e ovinos nao infectados (Grupo B) durante
periodo experimental.
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3.2.2.5 Mondcitos

Como demonstrado no Gréfico 11, os valores de mondcitos no grupo A (animais

infectados) foi significativamente superior aos valores do grupo B (animais nao
infectados) a partir do 30° dpi (p<0.001).
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GRAFICO 11 - Média da contagem global de mondcitos em ovinos infectados com 150

metacercarias de Fasciola hepatica (Grupo A) e ovinos ndo infectados (Grupo B) durante
periodo experimental.
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3.3 Avaliacédo Imunologica
3.3.1 Dosagem de TGF-p1

Ao avaliar a citocina TGF-p1 produzidas pelas células mononucleares do sangue
periférico de ovinos experimentalmente infectados com F. hepatica, estimuladas com
antigeno bruto do parasito, foi detectado que logo no inicio da infeccdo, aos 30 dpi,
ocorreu uma grande producdo da citocina em resposta ao antigeno do parasito. Esses
valores se mantiveram elevados durante todo o periodo experimental, havendo diferenca
estatistica (p<0.0001) entre o grupo controle (ndo infectado) e todos os intervalos de
avaliacdo do grupo infectado, com exceco do dia 0 (GRAFICO 12).
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GRAFICO 12 - Produgdo da citocina TGF-B1 em sobrenadante de células mononucleares
do sangue periférico de ovinos experimentalmente infectados com Fasciola hepatica,
estimuladas com antigeno bruto do parasito.
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Quando as células foram estimuladas com antigeno de excrecdo e secrecdo do
parasito, foi detectada um elevado nivel de producdo da citocina aos 30° dpi. Os niveis se
mantiveram elevados durante todo o periodo experimental, entretanto pode-se observar
dois picos nos dias 60 e 150 dpi. Ao se relacionar esses intervalos de pico da producédo da
citocina com o ciclo do parasito, esses pontos de avaliacdo coincidem com a chegada do
trematodeo aos ductos biliares e quando as lesbes decorrentes do trauma mecanico pela
presenca do parasito nesses ductos comegam a se intensificar, respectivamente. Houve
diferenca estatistica entre os intervalos de 30, 60, 90, 120 e 150 dpi quando comparado
ao grupo controle (grupo B) (GRAFICO 13).
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GRAFICO 13 - Producio da citocina TGF-B1 em sobrenadante de células mononucleares
do sangue periférico de ovinos experimentalmente infectados com Fasciola hepatica,

estimuladas com antigeno de excrecéo e secre¢do do parasito.
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3.3.2 Dosagem de oxido nitrico

Quando as células foram estimuladas com antigeno bruto do parasito, foi observada
uma produgéo gradual de NO»- a partir do 30° até os 90 dpi. Aos 120 dpi foi detectada
uma queda nesses niveis e posterior aumento novamente aos 150 dpi. Ao se comparar 0s
valores nos animais infectados ao longo do experimento com os animais controles, houve
diferenca significativa nos intervalos de 90 e 150 dpi (p<0.05) (GRAFICO 14).
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GRAFICO 14 - Produgéo de Oxido nitrico em sobrenadante de células mononucleares
do sangue periférico de ovinos experimentalmente infectados com Fasciola hepatica,

estimuladas com antigeno bruto do parasito.
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Ao avaliar as células que foram estimuladas com antigeno de excrecao e secre¢do
do parasito, também foi detectada uma producéo de NO>- a partir do 30° dpi, com um
pico nos valores aos 90 e 120 dpi, apresentando leve queda aos 150 dpi. Em comparacao
aos animais controle (Grupo B), houve diferenca significativa nos intervalos de 90, 120
e 150 dpi (p<0.05) (GRAFICO 15).
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GRAFICO 15 - Produgéo de 6xido nitrico em sobrenadante de células mononucleares
do sangue periférico de ovinos experimentalmente infectados com Fasciola hepatica,

estimuladas com antigeno de excrecéo e secre¢do do parasito.
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3.3.3 Dosagem de 1gG no plasma de ovinos

Ap0s a padronizacdo do teste de ELISA, em todos os ensaios realizados foram
utilizados os antigenos na concentragédo de 1ug por pogo das placas, 0 soro e o conjugado
nas diluicdes de 1:5000 e 1:2000, respectivamente.

Na avaliacdo dos niveis de anticorpos IgG anti-antigeno bruto do parasito, detectou-
se uma producdo maior logo no inicio da infecgdo, aos 30 dpi. Sendo que esses valores
se mantem elevados quando comparados aos valores do grupo controle (ovinos nédo
infectados). Entretanto os niveis do anticorpo circulante apresentam uma queda gradual
e constante no decorrer da infeccdo. Os valores de 1gG detectados nos intervalos de 30,
60, 90 e 120 dpi foram estatisticamente superiores (p<0.05) aos observados no controle
(GRAFICO 16).
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GRAFICO 16 - Reatividade de anticorpos 1gG anti-antigeno bruto de Fasciola hepatica,
em densidade 6ptica (DO) no plasma de ovinos infectados e ndo infectados no periodo

experimental (0 a 150 dias apds infeccao).
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Ao avaliar os niveis de anticorpos IgG anti-antigeno de excrecdo e secrecdo do
parasito, detectou-se que a partir do 30° dpi os niveis de anticorpos circulantes j& sdo
superiores aos do grupo de ovinos ndo infectados. Entretanto pode-se observar que o pico
da producéao de IgG ocorre aos 90 dpi, decaindo gradualmente no decorrer da infeccéo.
Os valores de IgG observados nos intervalos de 30, 60, 90 e 120 dpi foram

estatisticamente superiores (p<0.05) aos observados no controle (GRAFICO 17).
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GRAFICO 17 - Reatividade de anticorpos IgG anti-antigeno de excregio e secrecdo de
F. hepatica, em densidade éptica (DO) no plasma de ovinos infectados e ndo infectados

no periodo experimental (0 a 150 dias apés infeccdo).

Os resultados obtidos nos ensaios de ELISA demonstraram a participacdo do
anticorpo 1gG, caracterizando 0 como um, entre 0S outros mecanismos, da resposta
humoral dos ovinos infectados por F. hepatica, atuando principalmente nos primeiros 90
dias da infeccdo, sendo que ap0s esse periodo 0s niveis de anticorpos comegam a reduzir
para niveis basais.

Também foi observado, ao se comparar os dois estimulos antigénicos, que o nivel
de 1gG circulante, anti-antigeno de excrecdo e secrecdo, foi significativamente maior

(p=0.0259) aos noventas dias pos infeccdo, periodo em que 0s parasitos j& migraram pela
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cavidade abdominal, alcancaram o figado perfurando a capsula hepatica e instalaram-se

nos ductos biliares, atingindo a maturidade e iniciando a postura de ovos.

3.4 Alteracdes macroscopicas e microscopicas

Macroscopicamente o figado apresentou aumento de volume, I6bulos com bordas
abauladas, deposicdo de fibrina aderida a superficie do 6rgao, espessamento de ductos e
aumento de volume da vesicula biliar. Também foi observado um ponto negro no
parénquima, onde foi encontrado um parasito adulto migrando para fora do 6rgédo
(FIGURA 1).

Apbs a dissecacao, foram recuperados 67 parasitos adultos, sendo 61 nos ductos
hepaticos e 6 presentes dentro da vesicula biliar. Ovos do parasito também foram obtidos
da vesicula biliar.

Microscopicamente foi observada a presenca de parasitos adultos no interior de
ductos biliares, com intenso infiltrado inflamatério multifocal e perivascular, constituidos
por células mononucleares. Foram observadas também areas com fibrose e nos ductos
biliares, além do espessamento da parede, foram observados ovos do parasito em seu
interior (FIGURAS 2 e 3).
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FIGURA 1 - Figado de ovino experimentalmente infectado com 150 metacercérias de
Fasciola Hepatica, aos 97 dias pds-infeccdo. (A e B) Face externa do figado, contendo
extremidade anterior do parasito adulto, rompendo a capsula do figado (seta amarela). (C)
Seccdo longitudinal do exemplar adulto de Fasciola hepatica mostrado na imagem A e
B. O parasito é revestido por tegumento, centralmente encontra-se o ceco envolto por
parénquima mesenquimatoso (asterisco). Na extremidade anterior encontra-se a ventosa

ventral (cabeca de seta) (Aumento: 4x; 164um).
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FIGURA 2 - Figado de ovino experimentalmente infectado com 150 metacercarias de
Fasciola Hepatica, aos 97 dias pés-infecgdo. (A) Corte transversal de um parasito
(estrela) no lumen de um ducto com hiperplasia do epitélio e fibrose periductal (asterisco
amarelo) (Aumento: 4x; Barra: 164um). (B) Maior aumento do parasito (estrela)
mostrado na Figura A. Processo infamatorio crénico difuso na parede do ducto e se
estendendo para o parénquima hepatico associado a processo inflamatério crénico difuso
no parénquima hepatico (asterisco amarelo) e fibroplasia (cabeca de seta) (Aumento: 10x;
Barra: 64um). (C) Detalhe do tegumento do parasito com espinhos (seta amarela)
(Aumento: 20x; Barra: 32um). (D) Fragmentos de ovos (OP) no interior do utero do

parasito (Aumento: 20x; Barra: 32um).
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FIGURA 3 — Fotomicrografia do figado de ovino experimentalmente infectado com 150

metacercérias de Fasciola Hepatica, aos 97 dias pos-infeccdo. (A) Area extensa de
fibrose (asterisco) e proliferagdo de ductos biliares associada a intenso infiltrado
inflamatorio (asterisco amarelo) adjacente ao espaco porta (EP) e tecido hepatico normal
(estrela) (Aumento: 4x; Barra: 164um). (B) Espago porta com presenca de ramos da
artéria hepatica (rAH), ramo da veia porta (r\VVP) e ramos do ducto biliar (rDB) podendo
se observar, no interior de um dos ramos, a presenca de fragmentos de ovos do parasito
Fasciola hepatica (seta amarela). Adjacente ha tecido hepatico normal (estrela)
(Aumento: 4x; Barra: 164pm). (C) Ducto biliar (rDB) seccionado transversalmente e
contendo no limen fragmentos de ovos do parasito (seta amarela) (Aumento: 10x; Barra:
64um). (D) Segmento do figado (estrela) com presenga de inflamacao difusa (asterisco
amarelo), fibroplasia (cabeca de seta) e ramos de ducto biliar (rDB) (Aumento: 10x;

Barra: 64um).
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4. Discussao

Apesar da importancia que a fasciolose apresenta na pecuaria mundial, poucos
trabalhos na literatura, abordam em um U(nico estudo aspectos parasitolégicos,
hematoldgicos e imunoldgicos da interacdo do parasito com seu hospedeiro vertebrado.

As alteracOes decorrentes da infeccdo variam entre as espécies de vertebrados que
sdo acometidos, resultando em processos patoldgicos e imunoldgicos que variam
consideravelmente de hospedeiro para hospedeiro (Sinclair 1962; Thorpe, 1965; Boray
1969; Zhang et al., 2005).

Diferentes racas de uma espécie, também podem apresentar variacbes na
susceptibilidade a infeccdo. Neste contexto, pode-se citar 0s ovinos, animais que
desenvolvem pouca resisténcia a infeccéo por F. hepatica, muitas vezes morrendo ainda
na fase agua da infeccdo. (Ross et al., 1966; Boray, 1969; Mulcahy & Dalton, 2001;
Zhang et al., 2005; Raadsma et al., 2007; Flynn et al., 2007; Pleasance et al., 2010;
2011Dalton et al., 2013).

A raca Santa Inés é uma raca de ovinos cada vez mais utilizados para a producéo
de carne e pele. Suas adaptacfes as condi¢cdes climaticas da regido semi-arida incluem
elevada rusticidade, menor exigéncia nutricional e boa conversdo alimentar e
adaptabilidade aos ambientes de temperaturas elevadas. Portanto, esses animais s&o
importantes para as pequenas e grandes criacdes, e foram escolhidos para esse estudo
(Cunha et al. 2008).

Em relacdo aos aspectos parasitologicos da raca frente a infeccdo por F. hepatica,
todos os 8 ovinos infectados mostraram-se susceptiveis a infeccdo sendo observados ovos
do parasito em suas fezes aos 60 dias ap6s infeccdo (dpi). O acompanhamento da
eliminacdo de ovos por grama de fezes (OPG) foi realizado mensalmente ate os 150 dpi,
e nesse periodo foi observado um aumento constante no nimero de ovos eliminados. A
média de ovos recuperados foi de 11,1 (+6,3) aos 60 dpi, de 150,8 (+50,8) aos 90 dpi, de
772,6 (£603,5) aos 120 dpi e de 848,1 (541,8) aos 150 dpi. Esses achados estdo de
acordo com os descritos na literatura, inclusive para outras ragas de ovinos, como
Billilois, Texel e Cheviot (Cahuvin et al., 1995; Zhang et al., 2005; Hacariz et al., 2009;
Martinez-Pérez et al., 2012).

Outro fator importante durante a infeccdo por F. hepatica em seus hospedeiros
vertebrados, sdo as alteragdes hematologicas observadas, tanto em células vermelhas

quanto em células brancas (Sinclair, 1962; Flynn et al., 2010).
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Em nosso trabalho, havia alteracbes na média de hemaécias, hemoglobina e
hematdcrito, que se mantiveram abaixo no grupo de animais infectados quando
comparado aos animais controle, durante o periodo experimental. Ao se observar esses
parametros em conjunto podemos determinar um leve quadro anémico, que se torna mais
evidente aos 90 dpi. Esta alteracdo tem sido descrita na literatura como uma caracteristica
importante da doenca (Holmes et al., 1968; Saleh, 2008; Flynn et al., 2010).

A anemia descrita na fasciolose pode ser devido a uma perda anormal de células
vermelhas, como resultado da migracdo do parasito pelo parénquima hepatico, que
lesiona células e vasos, e também dos habitos de alimentacao dos parasitos. Ou ainda por
uma destruicao anormal de células vermelhas causadas por algum fator de lise produzido
por F. hepatica (Holmes et al., 1968).

Em relacdo as células brancas, observou-se nesse estudo um aumento da contagem
total de leucocitos principalmente até os 60 dpi, sendo que os valores decairam ap0s esse
intervalo chegando aos seus niveis iniciais aos 120 e 150 dpi. Um aumento também na
média de linfocitos, neutrofilos, mondcitos e eosinofilos foram observados.

Esses dados corroboram em parte com os descritos na literatura, nos quais 0s
autores relatam aumento na contagem total de leucdcitos e eosindfilos, mas nao
detectaram aumento nos demais tipos celulares, mesmo em ovinos de diferentes ragas
(Chauvin et al., 1995; Zhang et al., 2005; Hagcariz et al., 2009). A eosinofilia é o achado
mais marcante e descrito da fasciolose, entretanto também é um achado que ocorre na
maioria das infec¢bes helminticas (Flynn et al., 2010).

Em relag&o a resposta imunoldgica dos ovinos Santa Inés, foram dosados os niveis
de TGF-B, uma citocina reguladora do sistema imune apds sua ativagdo, em
sobrenadantes de culturas de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)
estimulas in vitro por antigenos do parasito, dos ovinos infectados e controle (Zhang et
al., 2005; Balbino et al., 2005; Chung et al., 2012).

Foram detectados niveis de TGF-f em todos os intervalos analisados, sugerindo que
essa citocina é continuamente produzida no decorrer da infec¢do, uma vez que o parasito
pomove danos teciduais constantes durante sua migracdo e também apds alcancar os
ductos biliares, onde o0s espinhos presentes em seu tegumento causam lesdes mecanicas
severas nas paredes desses ductos (Andrews, 1999). Esses danos provocados pelo parasito
sdo capazes de ativar o sistema imune do hospedeiro durante todo o curso da infecgéo.

Esses resultados corroboram com os descritos na literatura por Flynn et al. (2010),

Moxon et al. (2010) e Chung et al. (2012), até mesmo em outros hospedeiros vertebrados.
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TGF-B também ¢ descrito na literatura como uma citocina relacionada com a fibrose
observada no figado dos ovinos. A fibrose é uma parte do processo de reparo de tecidos
lesionados, que ocorre pela cicatrizagdo com perda da atividade funcional. Nesse
processo de reparacao, apds a lesdo do tecido hepatico e de vasos sanguineos, ocorre uma
sinalizacdo quimica e celular que agregam primeiramente plaquetas para estancar
hemorragias. Essas plaquetas produzem TGF-B e outros mediadores que formam um
ambiente quimiotatico que orienta a migracdo de células envolvidas na instalacdo da
resposta inflamatoria, com a liberacao de citocinas tipicas de uma resposta Th1l (Balbino
et al., 2005; Hacariz et al., 2009). Na analise microscopica do figado do ovino que veio a
dbito antes do fim do experimento, foram observados pontos de fibrose no parénquima
hepatico.

Em nosso experimento, também foram dosados os niveis de dxido nitrico atraves
da mensuracdo da concentracdo de nitrito (NO2-) (HIBBS et al., 1988; ROPERT et al.,
2001), no sobrenadante das mesmas culturas de PBMCs. Foi observado um aumento nos
niveis de NO a partir de 30 dpi, e esses niveis se mantiveram elevados até os 150 dpi, em
comparagao ao grupo controle.

O oxido nitrico (NO) € sintetizado principalmente por macrofagos classicamente
ativados, mas também por outros tipos celulares como neutréfilos e células epiteliais
(Balbino et al., 2005). O aumento de sua produgdo ocorre em resposta a secrecdo de
citocinas pro-inflamatdrias durante a presenca de antigenos de parasitos, promovendo a
destruicdo desses organismos por meio de sua acdo citotoxica (Gazzinelli et al., 1992;
Cervi et al., 1998; Pfarr et al., 2001; Sibille et al., 2004; Zhang et al., 2005).

Citocinas produzidas na fase inicial de infeccdes helminticas, geralmente IFN-y e
TNF-a (Th1), podem estimular a expresséo de iINOS em hospedeiros infectados. (Zhang
et al., 2005). Nas infeccdes por F. hepatica em ratos, ja foi demonstrado que ocorre uma
superproducdo de NO pelas células peritoneais com atividade fasciolicida. E juntamente
com os elevados niveis de NO foi observado a producdo de INF- y (Zhang et al., 2005).

Esses dados sugerem que pode haver ainda em fases mais avangadas da infeccéo,
um misto de resposta Thl e Th2, ndo somente Th2, como descrito por alguns autores
(Zhang et al., 2005; Flynn et al., 2010; Mendes et al., 2013). Uma vez que observamos
producéo de NO durante todo o periodo experimental.

O parasito migra pela cavidade abdominal e pelo parénquima hepatico, até chegar
aos ductos biliares. Nesse trajeto, forma-se um novo foco inflamatério por cada regido

que o parasito vai migrando, com a presenca de lesdes mecénicas, liberagdo de
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mediadores e outros compostos com acdo quimio atraentes e o0 recrutamento de
macrofagos, neutrdfilos e fibroblastos para que ocorra uma reparagdo tecidual e
cicatrizacdo. Nesse processo inflamatdrio, caracteristico da resposta imune inata, ocorre
a sintese do NO, na tentativa de eliminacao do parasito (Balbino et al., 2005).

Nossos dados também demonstram que uma resposta inume especifica para
antigenos do parasito € iniciada pela rapida producdo de anticorpos IgG, j& sendo
detectado um aumento nos niveis séricos a partir de 30 dpi, fase aguda da infeccéo. Sendo
que apos 120 dpi, fase cronica, os niveis desse anticorpo comecam a decair para niveis
basais.

Esses resultados estdo de acordo com os observados por Chauvin et al., (1995),
Ferre et al., (1997) e Raadsma et al., (2007).

Esses dados sugerem que uma resposta humoral promovida pelo hospedeiro ja pode
ser observada logo no inicio da infeccdo, em resposta a migracdo do parasito pelo
parénquima hepatico. E que a reducgdo significativa do nivel de 1gG observados na fase
cronica da infecgdo, sugerem que apds o estabelecimento do parasito nos ductos biliares,
a estimulacdo antigénica reduz consideravelmente e isto pode contribuir com a
sobrevivéncia do parasito e hospedeiro, demonstrando que 0s anticorpos por si s@, tem
provavelmente, um efeito protetor limitado na fasciolose ovina (Ferre et al., 1997).

Em relacdo ao processo patoldgico promovido pelo parasito durante a infecgéo,
apos a andlise e dissecacdo do figado do ovino que veio a 6bito aos 97 dias apds infec¢ao,
macroscopicamente foi observado aumento de volume, l6bulos com bordas abauladas,
deposicao de fibrina aderida a superficie do 6rgao, espessamento de ductos e aumento de
volume da vesicula biliar. Esses resultados estdo de acordo diversos relatos da literatura
(Dow et al., 1968; Sinclair, 1975; Saleh, 2008). Microscopicamente, foi observada a
presenca de parasitos adultos dentro de ductos biliares, caracterizando a fase crénica da
infeccdo, com intenso infiltrado inflamatério multifocal e perivascular, constituidos por
celulas mononucleares. Foram observadas também éareas com colagenogénese e nos
ductos biliares, além do espessamento da parede, foram observados ovos do parasito em
seu interior. Esses resultados corroboram com os descritos na literatura (Dow et al., 1968;
Bostelmann et al., 2000; Pérez et al., 2002).

Baseado nos resultados aqui reportados, uma resposta imune celular e humoral
especifica para o parasito em ovinos da raca Santa Inés é similar a demais racas ja
estudadas. Embora essa resposta promovida pelo hospedeiro ndo desempenhe um papel

protetor contra o estabelecimento da infeccéo.
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Embora significantes avancos no entendimento de aspectos imunobiolégicos da
relagdo de F. hepatica com seus hospedeiros tenham sido realizados nos ultimos anos,
precisa-se aumentar 0 conhecimento sobre 0s mecanismos relacionados a
susceptibilidade ou resisténcia do hospedeiro a esse parasito para melhor controle da

doenca.
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5. CONCLUSOES

Bovinos e bubalinos naturalmente infectados por Fasciola hepatica sédo observados
nos municipios de Pedro Leopoldo e S&o José da Lapa, fato que comprova a
expansdo do parasito no estado de Minas Gerias e evidéncia a necessidade de

maiores estudos para se conhecer a real situacao da dispersdo do parasito.

Lymnaea columella podem ser encontrados naturalmente infectados por F. hepatica
nos municipios estudados, demonstrando a ocorréncia do ciclo do parasito.
Podendo ser uma fonte de contaminacao para outras espécies de animais, inclusive

0 homem.

Ovos de F. hepatica recuperados dos bovinos e bubalinos naturalmente infectados,
sdo viaveis sendo possivel o fechamento do ciclo em condigdes laboratoriais com a

passagem em L. columela e infec¢do em ovinos.

A origem da agua oferecida aos animais das propriedades, bem como a distancia da

fonte de dgua das pastagens sdo fatores associados a ocorréncia da fasciolose.

Ovinos da raca Santa Inés sdo susceptiveis a infeccdo por F. hepatica, ocorrendo

alteracbes em pardmetros parasitolégicos, hematol6gicos e imunolégicos.
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